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      RESUME       
Le Fas Ligand (FasL) est le déclencheur naturel de l’apoptose induite par le récepteur 
Fas. Il est produit sous la forme d’une protéine membranaire homotrimérique, qui peut être 
clivée par une métalloprotéase pour engendrer une forme soluble (sFasL). Cette forme 
conserve sa structure homotrimérique, mais son activité pro-apoptotique est très faible car elle 
n’atteint pas un degré de polymérisation suffisant. Au laboratoire, une molécule sFasL 
hautement polymérique a été obtenue en fusionnant un domaine de type immunoglobuline au 
domaine extracellulaire du FasL. Ce domaine permet de polymériser le sFasL sous forme 
hexamérique et dodécamérique. Cette molécule appelée pFasL possède une activité anti-
tumorale in vitro et in vivo dans un modèle de greffe de cellules humaines tumorales à des 
souris immunodéficientes. Dans cette étude, nous nous sommes focalisés sur l'amélioration de 
pFasL, avec deux objectifs complémentaires. Tout d'abord, nous avons fusionné un récepteur 
à l’antigène de lymphocytes Tγδ (TCRγδ) au pFasL (TCR-pFasL) de façon à orienter son 
activité vers les cellules tumorales carcinomateuses exprimant l’antigène spécifique de ce 
TCR, qui est l’EPCR (Endothelial Protein C Receptor). Ensuite, nous souhaitions améliorer 
la production et l’activité spécifique de pFasL et son dérivé TCR-pFasL. La stratégie de 
ciblage dépendante du TCR n’a pas été validée dans cette étude, mais nous avons pu décrire 
une approche originale pour améliorer la production et/ou l’activité cytotoxique de ces 
chimères en co-exprimant celles-ci avec du sFasL non apoptotique. Cette approche a été 
validée avec deux autres chimères obtenues à partir de pFasL, l’une contenant la molécule de 
présentation antigénique HLA-A2 et la seconde le ligand CD80 du récepteur CD28, pour 
lequel le ciblage fonctionne. Notre étude ouvre ainsi des perspectives pour appliquer ce 
protocole à une grande variété de protéines de fusion dérivées du sFasL pour des applications 
diverses, en recherche et en thérapie.                           








     ABSTRACT 
Fas ligand (FasL) is the natural trigger for apoptosis induced by the Fas receptor. FasL 
exists as an homotrimer on the cell surface, which can be cleaved by a metalloprotease to 
generate a soluble form (sFasL). The sFasL form retains its homotrimeric structure, but 
displays almost no pro-apoptotic activity because it does not reach a sufficient degree of 
polymerisation. In the laboratory, a highly polymeric molecule sFasL was obtained by fusing 
an immunoglobulin-like domain to the extracellular domain of FasL. This domain 
polymerises the molecule through disulphide bonds, leading to hexameric and dodecameric 
compounds. This molecule, called pFasL, possesses an anti-tumor activity in vitro but also in 
vivo in a model of human tumor cell transplanted to immunodeficient mice. In this study, we 
focused on improving pFasL with two complementary objectives. Firstly, we fused to pFasL 
an antigen receptor of γδ T-cells (TCRγδ, leading to TCR-pFasL) to direct its activity towards 
carcinoma cells expressing this TCR specific antigen, which is the EPCR (Endothelial 
Protein C Receptor). Then, we wanted to improve the production and specific activity of 
pFasL and its derivative TCR-pFasL. In this study, the TCR dependent targeting strategy has 
not been validated, but we have described a novel approach to improve the production and/or 
cytotoxic activity of these chimeras by coexpressing them with non-apoptotic sFasL. This 
strategy has been validated with two other chimeras obtained from pFasL, one containing the 
antigen-presenting molecule HLA-A2 and the second one CD80, the ligand for the CD28 
receptor. For this latter one, the cell targeting activity proved efficient. Our study opens up 
opportunities to improve and develop a wide variety of sFasL-derived fusion proteins for 
various applications in research and therapy.         
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L’activité anti-virale contre le cytomégalovirus et anti-tumorale d’un clone 
lymphocytaire T humain exprimant le TCRVγ4Vδ5 a été décrite au laboratoire, par le groupe 
de recherche encadré par le Dr Julie Dechanet-Merville. Dans la même unité, le groupe dans 
lequel j’ai effectué mon stage doctoral a généré une forme pro-apoptotique dérivée du FasL 
soluble. L’objectif de mon projet de thèse était d’utiliser ces deux outils biologiques pour 
créer une bio-molécule chimérique associant la capacité de reconnaissance de la tumeur, 
apportée par le module TCRVγ4Vδ5, et l’activité cytotoxique apportée par le module FasL. A 
l’époque, les caractéristiques de l’interaction entre le TCRVγ4Vδ5 et son ligand n’étaient pas 
totalement définies, mais il semblait très intéressant d’utiliser ce TCR sous forme soluble 
pour cibler les cellules cancéreuses en vue de leur élimination. 
 
 Mon projet réunit donc 2 thématiques assez distinctes : l’apoptose dépendante de 
l’activation du récepteur Fas et la biologie des récepteurs TCR de type γδ. Une introduction 
composée de 3 chapitres exposera les connaissances acquises sur le TCRγ4δ5, les 
mécanismes de l’apoptose et enfin les applications envisagées du système apoptotique 
Fas/FasL dans le traitement du cancer. Ensuite, les résultats obtenus au cours de mes 3 années 














Le système immunitaire des vertébrés supérieurs est classiquement divisé en 2 
composantes : l’immunité innée et l’immunité adaptative.  L'immunité innée constitue la 
première ligne de défense contre les pathogènes, cette réponse constitutive est immédiate et 
généralement non spécifique de l’agent pathogène. L’immunité adaptative constitue la 
seconde ligne de défense, cette réponse médiée par les lymphocytes B et les lymphocytesTαβ  
(LTαβ) est plus tardive mais aussi plus spécifique. Depuis une trentaine d’année, une seconde 
sous-population lymphocytaire T dite « non-conventionnelle» a été mise en évidence : les 
lymphocytes T gamma delta (LTγδ). Ils se différencient des LTαβ principalement par leur 
récepteur à l’antigène, le TCR (T cell-receptor). En effet,  les LTαβ expriment un TCRαβ qui 
interagit avec les molécules du CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) présentant un 
peptide, alors que les LTγδ expriment un TCRγδ et ne sont pas restreints par les molécules de 
CMH. Pour ce que l’on sait, le TCRγδ interagirait avec des molécules du soi associées au 
stress cellulaire. De par leurs caractéristiques, les LTγδ sont impliqués dans une grande 
variété de réponses immunitaires, et sont finalement considérés comme des cellules de 
l’immunité transitionnelle, à l’interface entre l’immunité innée et l’immunité adaptative. Dans 
ce chapitre, je souhaite introduire brièvement les LTγδ dans le but de mieux comprendre 
l’implication du TCR et plus particulièrement du TCRVγ4Vδ5 dans l’élimination des cellules 




La structure primaire du récepteur à l’antigène des LTγδ a été pour la première fois 
identifiée par l’équipe de Tonegawa en 1984 (Saito et al., 1984). Le TCRγδ est un 
hétérodimère constitué de 2 chaînes : une chaîne gamma (γ) et une chaîne delta (δ). Comme 
pour l’immunoglobuline (Ig) et le TCR αβ, chaque chaîne du TCR est codée par un gène 
composé d’une succession de segments variables (V), de segments de diversité (D), de 
segments de jonction (J) et de segments constants (C) qui subissent des réarrangements 
somatiques pour former un gène unique et par conséquent un TCRγδ unique (Lefranc, 1990). 
 
Chez l’homme, la famille de gènes codant pour la chaîne γ du récepteur (TRG) 
(≈160kb) est localisée sur le chromosome 7. Ce locus est constitué de 14 segments variables 
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(V) dont 6 seraient potentiellement fonctionnels (Vγ2, 3, 4, 5, 8  de la famille des VγI et Vγ9 
de la famille des VγII), de 5 segments jonctionnels et enfin de 2 segments codant pour la 
région constante (Cγ1, Cγ2) (Lefranc et al., 1990). L’organisation de ce locus est schématisée 
Figure 1, Panel A.  
Le locus de la chaîne δ du TCR (TRD) (≈100kb) se situe sur le chromosome 13 à 
l’intérieur du locus codant pour la chaîne α du TCR αβ, entre les fragments Vα et Jα (Figure 1 
panel A). Il n’existe que 2 vrais segments variables  δ (Vδ2 et Vδ3). Cependant, certains 
segments Vα peuvent être utilisés dans le réarrangement des chaînes δ, on les nomme ainsi  
Vδ4 (Vα14), Vδ5 (Vα29), Vδ6 (Vα23), Vδ7 (Vα38) (Kazen & Adams, 2011). Le locus δ 
contient également 3 segments de diversité, 4 segments jonctionnels et une unique région 
constante.  
Lors du développement des LTγδ, les gènes codant pour la chaîne δ s’associent via un 
réarrangement somatique des segments V-D-J, alors que ceux codant pour la chaîne γ 
s’associent via un réarrangement des segments V-J. Ces réarrangements aléatoires contribuent 
à la diversité des TCRγδ, on parle de diversité combinatoire. La nomenclature des TCR est  








Figure 1 : Organisation des gènes humains codant pour la chaîne γ  et la chaîne δ 
avant  (panel A) ou après réarrangement somatiques (panel B). Panel A : Les gènes 
fonctionnels sont représentés en noir et les pseudogènes en blanc (Ψ). Le locus δ est inclus 
dans le locus α. Figure issue de (Hochstenbach, 1990) ; Panel B: Les segments géniques 
constituant les gènes TCRγ et TCRδ recombinés sont indiqués, ainsi que la position des 3 
CDR (CDR1, CDR2, CDR3)  qui déterminent la spécificité antigénique du TCRγδ. Figure 
issue de (Chien & Bonneville, 2006). 
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A B 2090       Y.-h. Chien and M. Bonneville γ δ T cell receptors
γ δ T cells comprise the first wave of T cells that appears 
during fetal thymic ontogeny. But, as the development of 
αβ T cells progresses, their numbers increase while those 
of γ δ T cells remain stable. In adult animals, and especially 
in mice and humans, γ δ T cells make up only a small per-
centage (∼1–5%) of spleen and lymph node T cells. These 
nu bers are higher in ruminants and chickens. γ δ T cells 
also line the epithelial layers of various organs, such as 
the small intestine, liver and reproductive tract [reviewed 
in refs. 2, 3]. Yet, other than within the mouse skin, there 
is no known anatomic location of γ δ T cells where one 
cannot find αβ T cells as well. Although some γ δ T cells 
may have specialized functions, such as producing tissue-
specific growth factors in the mouse skin [4], most γ δ T 
cells can secrete cytokines similar to those produced by 
αβ T cells and can mount cytolytic responses upon being 
triggered through the γ δ TCR. Significantly, gene expres-
sion profiles of γ δ and αβ T cells that were isolated from 
the epithelial layer of murine small intestines indicated 
that both types of cell actively transcribe similar effector 
function genes [5]. These studies suggest that γ δ and αβ 
T cells have similar effector functions and that ligand rec-
ognition may cont ibute significa tly to the unique role 
of γ δ T cells in maintaining host immune competence.
γ δ and αβ TCRs recognize different antigens
Indeed, γ δ and αβ TCRs show different antigen recogni-
tion requirements and recogniz  different sets of antigens 
[reviewed in ref. 6]. While most αβ T cells recognize pro-
cessed protein antigens in the form of peptides associated 
with major histocompatibility genes (peptide/MHC), 
there is no known antigen processing and presentation 
requirement for ligand recognition by γ δ T cells and the 
antigens need not be peptide/MHC complexes [6]. Thus, 
damaged tissues, cells and pathogens can be recognized 
directly by γ δ T cells without a requirement for antigen 
degradation and specialized antigen-presenting cells. This 
should allow for greater flexibility in γ δ T cell responses 
than is found in classical αβ T cell responses.
The CDR3 regions formed by VDJ recombination are the 
key components for antigen recognition and the TCR δ 
chains have the highest potential diversity in the CDR3 
loop among all antigen receptor chains. In contrast, TCR 
γ  and δ loci contain many fewer commonly used V genes 
than the TCR α and β and most immunoglobulin (Ig) loci 
(Fig. 1) [7]. Furthermore, when the CDR3 length distri-
butions of all known antigen receptor polypeptides from 
mice and humans were analyzed, the CDR3 regions of 
Ig light chains were shown to be short and constrained 
in length, while those of Ig heavy chains are longer and 
more variable in length. For α and β TCR chains, the 
CDR3 length distributions are significantly constrained 
and are about equal, which may reflect the requirement 
for these chains to contact both MHC and bound peptide. 
In γ δ TCRs, the γ  chain CDR3 loops are short, with nar-
row length distributions similar to Ig light chains, and the 
δ chain CDR3 loops are long with broad length distribu-
tions similar to Ig heavy chains [8]. Therefore, on the ba-
sis of the key structural components for antigen binding, 
γ δ TCRs are more similar to Ig than to αβ TCRs.
A protein complex on the cell surface is a ligand for 
phospho-antigen-reactive human Vγ  9Vδ2 T cells
The identification of γ δ TCR ligands has turned out to 
be difficult and confusing. Different ‘agents’ have been 
found to stimulate γ δ T cells, but only a few have been 
shown to be both necessary and sufficient to trigger γ δ 
T cells through the TCRs and are therefore qualified as 
γ δ T cell antigens. These include the MHC class Ib mol-
ecule T10 and the closely related T22 (94% amino acid 
identity), which has been found to be a natural ligand for 
0.2–2% of γ δ T cells in all strains of mice [9, 10], the 
MHC class I-like molecules MICA and MICB [11] and 
the recently described ATP synthase-F1 (AS)/apolipopro-
tein A-1 complex [12]. In all three cases, the proteins are 
recognized directly.
Moreover, the same population of human γ δ T cells that 
recognizes AS/apolipoprotein A-1 complexes is also 
activated by a set of non-peptidic pyrophosphomonoes-
ters that are collectively referred to as phospho-antigen 
(phosphoAg). These compounds are produced through 
Figure 1. Potential amino acid sequence diversities of murine im-
mune receptors. The calculated potential amino acid sequence di-
versities in immunoglobulin (Ig) (without allowance for somatic 
hypermutation) and αβ and γ δ TCR genes are shown. The first two 
hypervariable regions of Ig and TCRs (CDR1 and CDR2) are en-
coded within the V gene segments. The pairing of the random V 
gene segments (VH and VL, Vα and Vβ, Vγ  and Vδ) generates the 
combinatorial diversity listed as V region combinations. The third 
hypervariable regions (CDR3s) are encoded within the D and the J 
gene segments and are listed as junctional combinations. The mech-
anisms for diversity generation used for this calculation include dif-
ferent D and J gene segment usage, N nucleotide addition of up to six 
nucleotides at each junction, variability in the 3′ joining position in 
V and J gene segments and translation of D gene segments in differ-
ent reading frames. Numbers are corrected for out-of-frame joining, 
codon redundancy and N region mimicry of germline sequences as 
detailed in Elliot et al. [42]. The last few amino acids from the TCR 
V gene segments also contribute to CDR3 diversity, but their effects 
are negligible and are not included in the calculation.
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La spécificité antigénique des TCR est majoritairement conférée par les 3 domaines 
hypervariables appelés CDR (Complementarity Determining Region) (Figure 1, Panel B). Les 
domaines CDR1 et CDR2, présents au niveau du segment V de la chaîne δ ou γ varient 
uniquement en fonction du domaine V utilisé, alors que le domaine CDR3, créé entre les 
jonctions des différents segments V-(D)-J par l’addition ou la délétion aléatoire de 
nucléotide(s), possède une diversité potentielle quasiment infinie. Ce mécanisme dit de 
diversité jonctionnelle confère finalement aux TCRγδ une diversité de répertoire largement 
supérieure à celle des TCRαβ (Davis et al., 1988) (Figure 1, Panel B). 
 
2. La(structure(du(TCR(γδ(
Le TCRγδ conserve des caractéristiques structurales communes aux TCRαβ, il est en 
effet constitué de 2 chaînes polypeptidiques contenant chacune 2 domaines de type 
immunoglobuline (Ig-like) avec un domaine V et un domaine C (Li et al., 1998). Pour 
stabiliser l’interaction entre ces 2 chaînes, certains TCRγδ comme le TCRVγ9Vδ2, génèrent 











Figure 2 : Structure du TCRγδ 
Panel A : Structure tertiaire de la molécule TCRVγ9Vδ2. En rouge la chaîne delta  et en 
jaune la chaîne γ. Chaque domaine V est formé de deux planchers de feuillets β avec 4 
feuillets externes et 5 feuillets internes. Les domaines C sont, eux aussi, formés de deux 
planchers de feuillets β avec 3 feuillets externes et 4 feuillets internes. Figure issue de 
(Allison et al., 2001) ; Panel B : Représentation schématique la structure du TCR γδ 
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Table III : les trois types de TCR JGles masses moléculaires (MM) apparente des chaînes JetG ainsi que
certains Acm permettant de les différentier (16, 39).
Ces Acm servent au typage des lymphocytes T JG lors de leur étude chez
l'homme. Les sous-populations majeures et les plus étudiées restent les VJ9VG2 et
les VJIVG1. Le répertoire VJ a même été étudié de manière exhaustive par une
batterie d'Acm (40). D'autres populations de lymphocytes T JG peuvent devenir


























E X 2T  
E X 2R  
E X 2 
V γI V δ1 
C γ2 C δ 
MM (kDa)
Acm
40  -  43   40  -  43    55  -   43
BB3 + (VG2) - -
GTCS1 - + (VG1) + (VG1)
A13 - + (VG1) + (VG1)
TiJA + (VJ9) - -
IMMU389 + (VG2) - -
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Malgré les nombreuses similitudes avec le TCRαβ, le TCRγδ possède ses propres 
signatures, puisque la structure tertiaire de son domaine V comme de son domaine C est 
unique (Allison et al., 2001; Xu et al., 2011). Les domaines Vγ et Vδ s’assemblent pour 
former une surface plane exposant les régions hypervariables CDR1, CDR2 et CDR3 qui 
interagissent avec le ligand (Hongmin et al., 1998). Chaque CDR contribue probablement de 
manière inégale à la reconnaissance antigénique, et le CDR impliqué dans cette interaction 
varie d’un TCRγδ à un autre (Shin et al., 2005; Xu et al., 2011). La structure et la longueur de 
la boucle CDR3δ qui porte la majorité de la diversité jonctionnelle est très différente d’un 
TCRγδ à l’autre (Xu et al., 2011). Chez l’homme, la longueur approximative du CDR3δ est 
de 8 à 21 acides aminés (aa), un ordre de grandeur similaire à celui des Ig humaines. Le 
CDR3γ est plus court mais tout aussi variable avec 1 à 12 aa. Pour comparaison, la longueur 
du CDR3 des chaînes α et β est entre 6 à 12 aa, adaptée à la taille du peptide présenté par les 
molécules du CMH (Rock et al., 1994). Finalement, les différentes études menées s’accordent 
à dire que la reconnaissance antigénique du TCRγδ s’apparente plus à celle d’une Ig qu’à 
celle d’un TCRαβ (Allison et al., 2001; Li et al., 1998; Willcox et al., 2012). 
` 
B. les( différentes( sousCpopulations( de( LT( γδ( et( leurs( fonctions((
effectrices(((
1. Répartition(des(LT(γδ(dans(l’organisme(
Chez un individu sain, les LTγδ sont peu représentés dans le sang périphérique et les 
organes lymphoïdes secondaires par rapport aux LTαβ. Ils sont cependant largement enrichis 
dans les tissus et muqueuses où il représente parfois la majorité de la population 
lymphocytaires. En fonction de leur répartition dans l’organisme et de la structure de leur 
TCR, on distingue 2 sous-populations: les LT Vδ2 positif (Vδ2+) et les LT Vδ2 négatif    
(Vδ2-). Il faut noter que la proportion de chacune des sous-populations de LTγδ est très 
variable d’un individu à un autre, cette différence s’explique par l’historique immunitaire de 
chacun. 
Les LTVδ2+ expriment une chaîne Vδ2 qui est exclusivement associée à la chaîne Vγ9, 
chez l’adulte sain. Les LTVδ2Vγ9 se localisent dans le sang périphérique et représentent 1 à 
10% des LT totaux circulants et 50 à 95% des LTγδ circulants, chez un individu sain 
(Kabelitz et al.,  1999). On les retrouve également dans les ganglions lymphatiques. 
Par opposition au LTVδ2+, les LTVδ2- regroupent l’ensemble des autres sous-
populations Tγδ. Ils sont majoritairement dans les épithéliums et dans la rate où ils ont un rôle 
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essentiel dans l’immunosurveillance locale. Les LTVδ2-  expriment préférentiellement les 
chaînes Vδ1 et Vδ3 associées à diverses chaînes Vγ (Chowers et al., 1994; Holtmeier et al., 
2001). La fréquence des LTVδ2- est variable selon le tissu concerné, mais ils peuvent 
représenter jusqu’à 40% des LT intraépithéliaux (ou IEL) du côlon chez l’homme (Ullrich et 
al., 1990). Cet enrichissement est particulièrement prononcé chez les rongeurs, où les LTγδ 
constituent la majorité des LT intra-épidermiques et représentent au moins 1/3 des IEL du 
tractus digestif et génital. Chez la souris, il existe une population particulière de LTVδ1Vγ5 
appelés les DETC (cellules T dendritiques épidermales) qui ont un rôle essentiel dans  le 
maintien de l’homéostasie épidermique (Girardi et al.,  2006) [pour revue (Havran, 2000)].  
 
2. Activation(des(LTγδ(
En raison de leurs localisations stratégiques, les LTγδ sont parmi les premières 
cellules activées lors d’une agression. Leurs réponses effectrices précèdent même celles des 
LTαβ. L’activation de ces cellules est déclenchée par le TCRγδ mais aussi par d’autres 
molécules dites co-stimulatrices, comme les TLR (Toll-like Receptor) et les NKR (Natural 
killer receptor), qui agissent séparément ou en synergie pour stimuler les différentes fonctions 
effectrices des LTγδ (Figure 3). L’activation du TCRγδ par son ligand reste néanmoins la voie 
majeure de stimulation des fonctions effectrices des LTγδ, mais c’est probablement aussi la 













Figure 3: Modalités d’activation des fonctions effectrices des LTγδ.  
Figure issue (Rey et al., 2009) 
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Les ligands des TCRγδ restent, pour la très grande majorité, inconnus. Dans la mesure 
où les LTγδ reconnaissent, d’une façon qui fait intervenir leur TCR, de nombreuses cellules 
infectées, tumorales ou activées, il est ainsi légitime d’admettre qu‘ils reconnaissent des 
antigènes du soi qui seraient surexprimées ou altérées dans divers contextes 
physiopathologiques. Plusieurs ligands de TCRγδ ont été proposés mais leur interaction 
directe avec le TCR n’a pas toujours été documentée. Ces ligands diffèrent en fonction de 
l’association des chaînes Vγ et Vδ du TCR.  Quelques ligands sont référencés dans le 
Tableau1.  
Les LTγ9δ2 du sang périphérique sont activés par une variété d’antigènes de nature 
non peptidiques et phosphorylés appelés des phosphoantigènes (Constant et al., 1994). Ces 
phosphoantigènes sont issus de la voie de biosynthèse des isoprénoïdes (vitamines, 
cholestérol, et hormones stéroïdes) qui est présente chez les eucaryotes comme chez les 
procaryotes (Hintz et al., 2001; Jomaa et al., 1999; Tanaka et al., 1995). Bien qu’ils activent le 
LTVγ9Vδ2, aucune interaction directe entre le TCR et ce phosphoantigène n’a cependant été 
démontrée. Un modèle d’interaction indirecte est donc suspecté mettant en jeu un complexe 
tri-moléculaire : au contact du phosphoantigène, l’ATPase et la butyrophiline modifieraient la 
conformation de leurs domaines extracellulaires pour démasquer l’antigène reconnu par le 
TCRVγ9Vδ2 (Harly, 2011; Harly et al., 2012; Mookerjee-Basu et al., 2010; Scotet et al., 
2005). 
Pour ce qui a été proposé à l’heure actuelle, les TCR Vδ2- reconnaissent des molécules 
apparentées au CMH indépendamment du peptide ou du lipide éventuellement présenté par 
ces molécules. Cependant, les ligands identifiés ne concernent qu’une très faible proportion 
de LT Vδ2- et semblent être spécifiques de chacun des/du clone LTγδ isolés. Par exemple, 
certains TCRVδ1 interagiraient avec des molécules de CMH dites « non classique » de type 
CD1c ou MICA/B (MHC Class I polypeptide-related sequence A/B). Une interaction directe 
entre ces molécules n’a cependant pas été clairement établie (Groh, 1998; Spada et al., 2000). 
Plus récemment, l’EPCR (Endothelial Protein C Receptor), une autre molécule homologue au 
CMH de classe I, a été identifiée au laboratoire comme le ligand d’un TCRVγ4Vδ5 (Willcox 
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D’une façon générale, la grande diversité des TCRγδ et leur aptitude à reconnaître des 
antigènes sous leur forme native, donc en absence d’élément de restriction, suggèrent une très 
grande diversité de leurs ligands antigéniques. Il est possible que seules les contraintes de la 
sélection thymique et d’une expression à la membrane de la cellule cible limite la diversité de 




Le TCRγδ seul n’est pas capable de transmettre de signal activateur, c’est le complexe 
moléculaire CD3 associé au TCR et composé des chaînes δ, γ, ε et ζ qui transmet ce signal. La 
stimulation du lymphocyte par le CD3 engage ainsi de multiples fonctions effectrices qui 
reflètent son implication dans divers processus physiopathologiques. En effet, les LTγδ 
peuvent lyser des cellules infectées, transformées ou activées à travers le relargage de 
granules cytotoxiques contenant la perforine, le granzyme et la granulysine (Dieli et al., 2001; 
Qin et al., 2009), mais aussi en exprimant à leur surface les ligands de mort que sont  Fas 
Ligand, TNFα (Tumor Necrosis Factor-α), le TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing 
Ligand) (Dalton et al, 2004; Todaro et al., 2009). Ces ligands sont recrutés au niveau de la 
synapse immunologique et entraînent l’apoptose des cellules cibles après interaction avec 
leurs récepteurs spécifiques. Les mécanismes d’expression du FasL ainsi que les voies 
stimulées par ce ligand seront détaillés dans le chapitre suivant. 
 Les LTγδ produisent également de nombreuses cytokines impliquées dans la 
protection contre les virus [TNFα et IFNγ (Interféron-γ)], les bactéries intracellulaires (IL-17 
pour interleukine-17) et les parasites extracellulaires (IL-4, IL-5 et IL-13) (Bonneville et al., 
2010). De plus, les LTγδ peuvent sécréter des facteurs comme le FGF (Fibroblast Growth 
Factor), le KGF (Keratinocyte Growth Factor), mais aussi le CTGF (Connective Tissue 
Growth Factor) (Workalemahu, Foerster et al. 2004; Workalemahu et al., 2003). Ceci 
renforce la notion que les LTγδ sont impliqués dans des processus de surveillance et de 
réparation des tissus endommagés. 
Les LTγδ semblent aussi moduler la réponse immunitaire adaptative. En effet, ils 
pourraient se différencier en cellules présentatrices d’antigènes (Moser & Brandes, 2006), Les 
cellules Tγδ seraient capables de présenter des peptides antigéniques via le CMH II mais aussi 
le CMH I pour stimuler une forte prolifération et une activation de LTγδ CD8+ et pour 
induire la différenciation et la prolifération des LTγδ notamment au niveau des centres 
germinatifs (Brandes et al., 2005 ; Brandes, Willimann et al. 2009). De plus, les LTγδ 
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interviennent dans l’activation de la réponse immunitaire innée, en stimulant la production de 
facteurs pro- inflammatoires (tels que l’IL6, l’IFNγ, le TNFα) par les monocytes (Eberl et al., 
2009).   
Après l’activation du TCR par son antigène, les LTγδ prolifèrent en réponse aux 
cytokines de type IL-2, IL-15 et IL-21 qu’ils produisent (Caccamo et al., 2005; Thedrez et al., 
2009). Cette prolifération peut parfois être massive modifiant ainsi la fréquence et le rapport 
entre les différentes sous-populations de LTγδ dans le sang et les tissus. 
 
Notre équipe a observé que la résolution de l’infection par le cytomégalovirus humain 
(CMV) s’accompagnait d’une expansion persistante de la population LTVδ2- dans le sang 
avec une inversion du ratio Vδ2+/Vδ2-. Ces résultats ont initialement été observés chez les 
patients transplantés rénaux (Déchanet 1999b) puis ils ont été confirmés ultérieurement chez 
d’autres patients transplantés (Couzi et al., 2011) mais aussi chez les individus 
immunocompétents (Pitard et al., 2008), les femmes enceintes (Fornara et al., 2011) et chez 
les nouveaux-nés infectés in utero (Vermijlen et al., 2010). Ces études démontrent également 
que les sous-populations LTVδ2- amplifiées diffère d’un sujet à un autre, suggérant que le 
rôle protecteur de ces cellules T contre le CMV n’est pas limité à une seule population T Vδ2-
. 
Les clones Vδ2- isolés à partir de sang périphérique de patients transplantés 
séropositifs pour le CMV, conservent in vitro leur réactivité anti-CMV. En effet, ils sont 
capables de lyser des fibroblastes infectés par le CMV de manière dépendante de leur TCR, et 
limitent également la réplication du virus in vitro (Couzi et al., 2012; Halary et al., 2005). De 
manière très intéressante, il a été démontré que ces mêmes clones isolés étaient également 
réactifs vis-à-vis de diverses lignées de carcinomes humains in vitro (Halary et al., 2005) mais 
aussi capable d’inhiber la croissance de cellules tumorales épithéliales humaines greffées chez 
des souris immunodéficientes (Devaud et al., 2009). De plus, notre équipe a récemment mis 
en évidence une réduction significative du risque de survenue des cancers chez les patients 
transplantés rénaux positifs pour le CMV et ayant développé une expansion de LTVδ2- , par 
rapport à des sujets transplantés rénaux séronégatifs pour le CMV ayant un taux faible de 
LTVδ2- (Couzi et al., 2010). Le rôle anti-tumoral des LTγδ est largement décrit dans la 
littérature et n’est pas spécifique d’une sous-population LTγδ donnée. Plusieurs stratégies 
sont actuellement développées pour explorer le potentiel thérapeutique anti-cancéreux des 
LTγδ. Elles concernent principalement la sous-population T Vγ9Vδ2 dont la spécificité et 
l’activité anti-tumorales sont bien définies.  
 




Comme décrit précédemment, l’infection à CMV est associée à une expansion des 
LTVδ2- chez les patients transplantés. Parmi cette cohorte, un patient transplanté pulmonaire 
présentait une formule sanguine atypique avec 25% de LTVδ1, 25% de LTVγ4Vδ5 et 
seulement 50% de LTαβ  parmi les LT (Lafarge et al., 2005). Une analyse de clonalité a 
montré que la totalité de la population TVγ4Vδ5 ne contenait qu’un seul clone exprimant un 
seul TCR. C’est donc à partir du sang périphérique de ce patient que le clone TVγ4Vδ5, aussi 
nommé clone LES, a été isolé et caractérisé au laboratoire.  
 
La structure de ce TCRVγ4Vδ5 est particulière, puisque la chaîne δ5 est une chaîne 
hybride VαCδ constitué : du domaine variable Vα26 présent sur le locus de la chaîne du 
TCRα, du domaine jonctionnel Jδ1 et du domaine constant Cδ. Quant à la chaîne γ4,  elle  est 








Figure 4 : Domaine CDR3γ  et CDR3δ du TCRγ4δ5 
Les lettres soulignées représentent la séquence nucléotidique codée par la lignée germinale. 
Figure issue de (Lafarge et al., 2005)  
 
 
Pour identifier le ligand du TCRVγ4Vδ5, le laboratoire a généré l’anticorps murin 2E9 
en immunisant des souris avec les cellules reconnues par le clone LES. Le 2E9 est capable de 
bloquer spécifiquement la réactivité du clone TVγ4Vδ5 vis-à-vis de cellules infectées ou 
transformées. A travers différentes techniques biochimiques, l’EPCR a ainsi été identifié 
comme l’antigène cible de l’anticorps 2E9, et par la suite comme l’antigène reconnu par le 
TCRVγ4Vδ5 (Willcox et al., 2012). 
 
suffering from a CMV primo-infection. Only half of these
cdT cells displ yed the most frequently used Vd1, Vd2 or
Vd3 TCR variable regions (Fig.1A).Whereas Vd1+, Vd2+
or Vd3+ cells expressed diverse Vc segments (not
shown), all of the Vd1–, Vd2– and Vd3– (called Vdx)
cd T cells expressed the Vc4 segment suggesting their
monoclonal status. cd T cells have already been
described to occasionally express one of five other
variable regions shared with the TCR a locus (Vd4 to
Vd8) [18]. Because mAb specific for these segments are
not available, we identified the Vdx segment(s)
expressed by cd T cells by RT-PCR. Vd5-Cd specific
amplification was evidenced in patient's PBMC together
with Vd1-Cd and Vd3-Cd amplifications performed as
positive controls (Fig. 1B, upper panel). The function-
ality of Vd4 to Vd8 primers was attested by the
amplification of Vd4- to Vd8–Ca rearrangements with
patient's PBMC (not shown). While Vd1+ cells were
Jd1+, Jd2+ or Jd3+, all Vd5+ T cells expressed the Jd1
segment, further suggesting the monoclonal status of
these Vc4/Vd5 T cells (Fig. 1B, lower panel).
We previously observed such single Vc/Vd associa-
tion-expressing cd T cell populations in renal trans-
planted patients who suffered from CMV infection, and
showed that they presented a unique complement-
determining region 3 (CDR3) length suggestive of a
monoclonal status [16]. In vivo clonality of the Vc4/
Vd5+ population was then explored in bulk PBMC by the
analysis of CDR3 length distribution of TCR d chain
using the immunoscope method [19]. A unique Vd5-Cd
junctional length (164 bp-long fragment primer to
primer) was amplified, establishing that this subset of
cells was monoclonal in vivo (Fig. 1C). As a control, Vd5-
Cd immunoscope analysis of another transplanted
patient gave a profile with several peaks representative
of an oligoclonal population. To further prove the
monoclonality of this Vc4/Vd5+ subset, cd T cells were
sorted from PBMC and 26 Vd1,2,3–/Vc4+ cd T cell
clones were generated. From these 26 clones, all the
18 clones randomly examined displayed identical Vc4-
Cc and Vd5-Cd sequences (Table 1) and their d chain
CDR3 length obtained by immunoscope corresponded to
the unique fragment size obtained in bulk PBMC
(Fig. 1C). Taken together, these data firmly established
that this transplanted patient displayed a reactive
monoclonal expansion of Vc4/Vd5+ cells representing
21% of her circulating blood T lymphocytes.
In vivo heterogeneous MHC-NKR phenotype of
the monoclonal Vc4/Vd5+ cd T cell population
Taking advantage of this monoclonal expansion of
T cells, we analyzed their Ig-like and lectin-like MHC-
NKR cell surface expression. As shown by flow
cytometric analysis of fresh PBMC, among the Ig-like
MHC-NKR tested, CD158a/h, CD158e, CD158i and
CD158k were absent from Vc4/Vd5 T cell surface, but a
fraction (10%) of the cells was found to express
CD158b1/b2/j and all the cells were CD85j+ (Fig. 2).
When an overall comparable pattern was obtained on
the 26 in vitro isolated clones, differences could still be
noted. CD158b1/b2/j was expressed by only 1 clone
among the 26 tested (Table 2) and only 14 clones
among 21 were CD85j+. While CD158e1 was not found
on fresh PBMC, 1 clone was found to express this
molecule. This analysis of CD158 membrane expression
revealed that the clonal Vc4/Vd5 T cells expressed a
heterogeneous MHC-NKR phenotype in vivo that is also
found after in vitro culture.
To test the presence of other Ig-like MHC-NKR and to
determine whether CD158+ T cell clones displayed
activating or inhibitory forms of these molecules, we
then measured CD158 transcript expression in 12 of the
Vc4/Vd5 T cell clones using quantitative real-time PCR
detecting specific expression levels of each KIR locus.
Two NK cell clones and a polyclonal activated NK cell
culture were used as positive control of KIR transcript
expression.
Table 1. TCR junctional sequences of Vc4/Vd5 cells from PBMC
a) Nucleotide and predicted amino acid sequence of Vd5-Cd and Vc4-Cc rearrange-
ments. Underlined letters represent germ-line-encoded nucleotides. (N):
N diversity.
Xavier Lafarge et al. Eur. J. Immunol. 2005. 35: 1896–19051898
f 2005 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.eji.de
CDR3 




            L’EPCR est une glycoprotéine transmembranaire de type I faiblement polymorphique 
puisque seulement 3 variants alléliques sont actuellement connus (A1, A2, A3) (Medina et al, 
2007). Elle partage une forte homologie de séquence et de structure avec les molécules 
homologue au CMH de classe I du type CD1d  (Figure 5 Panel A). L’EPCR contient 2 hélices 
α (α1 et α2) qui forment un sillon hydrophobique capable de présenter un lipide de manière 
analogue à la molécule CD1d (Fukudome et al., 1998; Oganesyan et al., 2002). Par 
cristallographie, deux lipides ont été identifiés : la phosphatidyléthanolamine (PTY) et la 
phosphatidylcholine (PTC) dont le rôle serait de stabiliser la structure tridimensionnelle de 











Figure 5 : Structure tertiaire de l’EPCR  et du CD1d 
Panel A : Structure tertiaire de l’EPCR et de son homologue le CD1d avec laquelle il 
partage 20% d’identité de séquence. PTC : Phosphatidylcholine PTY : Phosphatidyl-
éthanolamine. Figure issue de (Oganesyan et al., 2002) ; Panel B : description du feuillet β 
de la molécule EPCR ; les résidus en rouge correspondent aux aa essentiels à l’interaction 
TCR/EPCR et les résidus en vert  correspondent aux aa non impliqués dans l’interaction. 
Figure issue de (Willcox et al., 2012).  
 
b) )Expression)de)l’EPCR) )
En condition physiologique, l’EPCR est principalement exprimé à la surface des 
cellules endothéliales, et plus particulièrement celles des gros vaisseaux (Fukudome et al., 
1998). Une expression de l’EPCR est également retrouvée à la surface des monocytes 
primaires (Galligan et al., 2001), des neutrophiles (Sturn et al., 2003), des cellules 
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2E9 staining (MFI 10
3
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6 ADVANCE ONLINE PUBLICATION NATURE IMMUNOLOGY
ART I C L ES
 possibly in conjunction with other constitutively expressed costimula-
tory molecules. As CD54 and CD58 were also involved in activation of 
the LES clone by H 29 cells, K562 cells and U937 human histiocytic 
lymphoma cells (Supplementary Fig. 5c), the costimulatory environ-
ment was also important for EPCR-dependent recognition of tumor 
cells by GD T cells. However, the data suggested that CD54 and/or 
CD58 did not fully account for this costimulatory environment, with 
additional costimulatory axes to be discovered.
DISCUSSION
Our data have elucidated a molecular basis for the TCR-dependent 
dual reactivity to tumor cells and virus-infected cells of a human GD 
T cell clone bel ng ng to the VD2− subset associated with both CMV 
infection and lower susceptibility to malignancy after transplantation. 
Despite its overt homology to CD1 proteins, EPCR has no previously 
recognized immunological function but regulates the coagulation cas-






































































Figure 7 Activation of the LES clone by CMV-infected cells depends on 
constitutive and CMV-induced costimulatory molecules. (a) Expression 
of CD54 and CD58 on uninfected or CMV-infected fibroblasts (FSF) and 
U251 cells transduced to express EPCR (U251-EPCR), assessed by flow 
cytometry. Ctrl, staining with isotype-matched control mAb. (b) TNF 
production by LES cells cultured for 4 h with uninfected or CMV-infected 
(Inf) fibroblasts and U251 cells transduced to express EPCR, without 
antibody (−) or in the presence of mAb to CD54 plus mAb to CD11a  
(A-CD54 + A-CD11a), anti-CD58 plus anti-CD2 (A-CD58 + A-CD2), 
a control mAb or mAb 2E9. Data are representative of at least three 
experiments with similar results (mean of at least 5 × 103 cells (a) or 
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Figure 6 The LES TCR binds EPCR  
independently of lipid presentation.  
(a) SPR analysis of the LES TCR  
(42 MM) injected over immobilized  
native EPCR (2,600 RU), denatured  
EPCR (1,900 RU) or HLA-A2 (control  
protein; 2,200 RU). (b) SPR analysis (left)  
of the LES TCR (6 MM) injected over immobilized PNGase-treated EPCR (3,300 RU), wild-type (untreated) EPCR (3,700 RU) or HLA-A2 (3,100 RU),  
and Scatchard analysis (right) of equilibrium binding data showing affinity for EPCR with (PNGase; Kd = 125 MM) or without (WT; Kd = 126 MM) 
PNGase treatment. (c) Location of amino acids on the A1 and A2 helices of EPCR selected for mutagenesis (side chains, green). Ribbon diagram 
represents EPCR. (d) SPR analysis (top) of the LES TCR (43 MM) injected over immobilized HLA-A2 (4,291 RU), the EPCR mutants Q149A  
(4,047 RU) or S67A (4,089 RU), or wild-type EPCR (4,085 RU) and Scatchard analysis (right; as in b), with Kd = 91.2 MM (wild-type EPCR),  
98.5 MM (EPCR Q149A) and 96.8 MM (EPCR S67A). (e) Binding affinity of EPCR mutants (Mut Kd) with substitution of the A1 or A2 helix (horizontal 
axis) relative to that of wild-type EPCR (WT Kd) measured in the same experiment. Red dashed line indicates affinity equivalent to the wild-type 
interaction. (f) Location of amino acids on the EPCR B-sheet surface selected for mutagenesis. (g) SPR analysis of the LES TCR (25 MM) injected over 
HLA-A2, wild-type EPCR or the EPCR mutants R127A or L53A. (h) Scatchard anal sis of the equilibrium binding data in g, with Kd = 148.8 MM (wild-
type EPCR) or 143.5 MM (EPCR L53A). (i) Binding affinity (as in e) of EPCR mutants with substitution in B-sh et residues; red indicates substitutions 
with a considerable effect on the LES TCR–EPCR ffinity. (j) Location of energetically important EPCR residues o  the B-sheet surface, opposite the A1-A2  
lipid-binding face: black, original amino acid (one-letter code and position); green, negligible effect of substitution on affinity; red, substanti l effect of 
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trophoblastiques embryonnaires (Crawley et al., 2002) et des cellules musculaires lisses 
(Bretschneider et al., 2007). En condition pathologique, une surexpression de l’EPCR est 
observée à la surface des cellules de type carcinomateuses (cancer du côlon, du rein, de la 
peau, du sein et de la prostate) où l’intensité de cette expression est corrélée avec le caractère 
invasif de la tumeur (Iker et al.,  2012; Menschikowski et al., 2011; Scheffer et al., 2002; 
Tsuneyoshi et al., 2001).  
Il existe une forme soluble d’EPCR (sEPCR) détectable dans le sang périphérique 
d’individus sain. Cette forme soluble est générée par un épissage alternatif ou par un clivage 
protéolytique (Qu et al., 2007). Des  données statistiques rapportent que 80% des individus 
ont un taux de sEPCR sérique qui varie entre 75 et 178 ng/ml, les 20% de la population 
restante ont un taux sérique élevé qui varie entre 200 et 700 ng/ml (Saposnik et al., 2004). Ce 
taux dépend du variant EPCR exprimé, car en effet, le variant allélique A3 de l’EPCR est plus 
sensible au clivage par les métalloprotéases.  
 
c) Les)fonctions)de)l’EPCR)
Plusieurs fonctions sont attribuées à l’EPCR : 
(1) Effet anti-coagulant  
L’EPCR membranaire fixe la Protéine C (PC) plasmatique et renforce ainsi son activation 
en APC (Activated Protein C) médiée par le complexe Thrombine/Thromboglobuline présent 
à la surface des cellules endothéliales (Stearns-Kurosawa et al, 1996; Taylor, 2001) (Figure 
6). Ensuite, L’APC ainsi activée dégrade par protéolyse les co-facteurs plasmatiques Va et 
VIIIa indispensables à l’amplification de la cascade de la coagulation, ce qui a pour 
conséquence d’inhiber la génération de thrombine (Figure 6). Cet effet est potentialisé par la 
présence de co-facteurs solubles comme la Protéine S (Esmon, 1995). Par opposition, la 
forme soluble de l’EPCR a un pouvoir antagoniste en inhibant par compétition l’activation de 
la Protéine C et l’activité anti-coagulante de l’APC (Liaw et al., 2000). Cette observation  
permet de comprendre pourquoi un taux sanguin élevé de sEPCR est corrélé avec une 















Figure 6 : Activation de la Protéine C par l’EPCR et sa fonction anticoagulante 




(2) Effet anti-apoptotique :  
      Le complexe EPCR-APC exerce également un effet cytoprotecteur in vitro et in vivo en 
réponse à différents stress cellulaires comme l’hypoxie. En effet, la protéine PAR-1 activée 
par l’APC protège les cellules endothéliales de l’apoptose en modulant l’activation ou 
l’expression des protéines pro- et anti-apoptotiques comme p53, Bax et Bcl-2 dont les 










Figure 7 : Rôle anti-apoptotique du complexe EPCR-APC  
Figure issue de  (Mosnier & Griffin, 2006) 
 
 
(3) Effet anti-inflammatoire :  
       Dans ce processus, le complexe EPCR-APC agit à 2 niveaux. Premièrement, la protéine 
PAR-1 activée par l’APC inactive le facteur de transcription NF-κB, ce qui  bloque la 
production de novo de protéines pro-inflammatoires par les leucocytes et par les cellules 
endothéliales (Niessen et al., 2009). D’un autre côté, la forme soluble de l’EPCR est capable 
d’inactiver les neutrophiles en interagissant avec la protéinase 3 et l’intégrine membranaire 
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MAC-1 exprimée à la surface des neutrophiles activés. L’interaction de ces 3 protéines à la 
surface des neutrophiles activés entraîne une perte d’adhésion de ces cellules à l’endothélium 
par compétition pour le récepteur à l’intégrine, protégeant ainsi la barrière endothéliale de 







Figure 8 : Schéma représentant le rôle anti-inflammatoire du complexe EPCR-APC 
Figure issue de  (Mosnier & Griffin, 2006) 
 
 
Les propriétés anti-coagulantes, anti-inflammatoires et cytoprotectrices de l’EPCR 
jouent un rôle important en transplantation comme en témoignent les travaux récents de Lee 
et al. (Lee et al., 2012). Dans un modèle de rat ayant subit une greffe de cœur allogénique 
murin, le greffon sur-exprimant l’EPCR est mieux toléré qu’un greffon sauvage. Ces travaux 
mettent ainsi en évidence le rôle protecteur de l’EPCR sur la survie du greffon en protégeant 
les cellules endothéliales des lésions d’ischémie-reperfusion et de la micro-thrombose 
éventuellement induite par les allo-anticorps. 
 
(4) Régulation de l’angiogénèse tumorale:  
         L’EPCR stimule également l’angiogénèse in vitro et in vivo par un mécanisme 
dépendant des protéines APC et PAR-1 (Uchiba et al., 2004). La protéine PAR-1 activée par 
EPCR-APC par favorise la prolifération et la motilité des cellules endothéliales en activant les 
voies de signalisation de type PI3Kinase et MAPKinase (Gramling et al., 2011). L’APC 
contribue également à la dégradation de la matrice extracellulaire par l’activation de la 
gélatinase et de la métalloprotéase MMP-2 favorisant la migration cellulaire (Nguyen et al., 
2000; Xue et al., 2004). 
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3. Caractérisation(de(l’interaction(TCRVγ4Vδ5(–(EPCR(
La forte homologie de l’EPCR avec la molécule de CD1d suggère un rôle de celle-ci 
dans la présentation d’antigènes lipidiques, où le TCRVγ4Vδ5 interagirait avec un lipide 
associé au stress permettant ainsi de discriminer l’EPCR, exprimé à la surface des cellules 
stressées, de l’EPCR des cellules qui ne le sont pas. Dans ce modèle, le TCR lierait les hélices 
α1 et α2 de l’EPCR de manière analogue à l’interaction TCRαβ/CD1d. Cependant, les 
expériences de mutagenèse dirigée ont exclu cette possibilité et ont finalement démontré que 
le TCR interagit avec plusieurs aa présents sur le feuillet β de la molécule EPCR, sur la face 
opposée au sillon de chargement du lipide, et donc indépendamment du lipide présenté. Ces 
aa sont représentés en rouge sur la Figure 5 panel B. De plus, cette interaction est dépendante 
de l’intégrité conformationnelle de l’EPCR mais indépendante des glycosylations de l’EPCR 
(Figure 9 panel B). Les aa du TCR impliqués dans l’interaction n’ont pas été définis, 
cependant, les résultats indiquent que le domaine hypervariable CDR3γ est nécessaire.  
L’implication du CDR3δ dans cette interaction n’a pas pu être testé, mais il est probable que 












Figure 9 : Caractérisation de l’interaction  avec TCRVγ4Vδ5 (TCR LES) et de 
l’EPCR. Panel A : Schéma représentatif de l’interaction entre le TCRVγ4Vδ5 et l’EPCR. 
Figure issue de (Havran, 2000) ; Panel B : Analyse de l’interaction par résonance 
plasmonique de surface (ou technique de Biacore®) entre le TCRVγ4Vδ5 et l’EPCR natif 
ou dénaturé, ou une molécule contrôle (HLA-A2). Figure issue (Willcox et al., 2012) ; 
Panel C : Marquage de diverses lignées tumorales avec l’anticorps anti-EPCR (clone 2E9) 
et étude de la réactivité de la lignée reportrice JRT3 exprimant le TCRVγ4Vδ5. +/- 
représente la présence ou l’absence de marquage ou de réactivité. Tableau issu de (Willcox 
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CMV sensitizes cells for LES TCR–mediated recognition
We further investigated by transfection the importance of EPCR in the 
activation of LES cells (Supplementary Fig. 3a). Enforced overexpres-
sion of EPCR on tumor cells functionally recognized by JRT3-LES 
cells (such as HT29 and U373 human glioblastoma cells) enhanced 
the activation of the JRT3-LES and LES clones (Fig. 5a) but not that 
of JRT3-MAU cells (Supplementary Fig. 3b), and this was inhibited 
by Ab 2E9. In contrast, overexpression of EPCR did not invariably 
convert nonactivating tumor cells (U251 human glioblastoma cells, 
HeLa cells and A431 human epidermoid carcinoma cells) into ones 
that were able to activate LES cells (Fig. 5 and Table 1). These findings 
confirmed that EPCR was necessary but not sufficient for functional 
recognition by LES cells and indicated intrinsic differences in the abil-
ity of different EPCR+ transformed cell lines to functionally activate 
LES cells (Fig. 1b,g).
To determine whether CMV infection affected the susceptibility 
of cells to functional recognition by the LES clone, we studied the 
CMV-permissive cell line U251, which normally had low expression 
of EPCR but was not recognized by either the LES clone or JRT3-LES 
cells (Fig. 5a). Notably, neither overexpression of EPCR on U251 
cells in the absence of CMV nor infection of wild-type U251 cells 
with CMV permitted their recognition by the LES clone or JRT3-LES 
cells (Fig. 5b). However, for U251 cells overexpressing EPCR, infec-
tion with CMV rendered them susceptible to recognition by both 
the LES clone and JRT3-LES cells (Fig. 5b) but not by the unrelated 
JRT3-MAU cells (Supplementary Fig. 3c). These findings showed 
that infection with CMV was able to potentiate functional recognition 
of EPCR by the LES GD TCR and that this effect was dependent on the 
intensity of EPCR expression.
The LES TCR binds EPCR in a lipid-independent manner
Our results above indicating EPCR expression was necessary but not 
sufficient for recognition suggested that EPCR may function as an 
antigen-presenting molecule recognized productively by the LES TCR 
only in combination with an appropriate stress-regulated antigen. 
Consistent with that idea, EPCR is like MHC in structure and binds 
lipids analogously to CD1d. Accordingly, recognition of EPCR by 
the LES TCR might depend on the presence of cognate lipid species 
‘preferentially’ presented by EPCR on the surface of activating EPCR+ 
cell lines and CMV-infected target cells but not presented by EPCR on 
nonactivating EPCR+ cell lines. To test our hypothesis, we analyzed 
interaction of the LES TCR with EPCR secreted from activating and 
nonactivating cell lines. Contrary to our hypothesis, we found that 
binding of the LES TCR to soluble EPCR produced either in activat-
ing U373 cells or in CMV-infected U251 cells was similar to that 
in nonactivating HeLa cells or uninfected U251 cells, respectively 
(Supplementary Fig. 4). However, a caveat in these experiments was 
that the occupancy of putative activating lipids in the soluble EPCR 
samples tested could have been insufficient for the detection of dif-
ferences in binding. Therefore, to determine whether the LES TCR 
directly recognized the lipid-binding surface of the EPCR A1-A2 
platform, we undertook an extensive mutagenesis study of EPCR. At 
first, we investigated whether the LES TCR recognized a conforma-
tional antigenic epitope on EPCR and confirmed that denaturation 
of EPCR completely abrogated binding to the LES TCR (Fig. 6a); 
in contrast, glycosylation was not involved in the recognition, as 
treatment of EPCR with PNGase did not affect binding to LES TCR 
or the affinity of the interaction (Fig. 6b). Notably, substitutions in 
solvent-exposed residues on the A1 and A2 helices of EPCR had no 
effect on the LES-EPCR interaction (Fig. 6c–e), which prompted us 
to substitute residues on other surfaces of EPCR (Fig. 6f–i). We found 
that the substitutions that affected binding (Fig. 6i–j, red) clustered 
together on the opposite face of the molecule, in a distinct patch on 
the solvent-exposed surface of the B-sheet (Fig. 6j). These results 
suggested that the LES TCR recognized a conformational epitope on 
EPCR independently of glycosylation with a binding mode that was 
fundamentally distinct from that of AB TCR–MHC interactions and 
that did not involve discrimination of lipid antigens. Collectively, 
these results suggested that in addition to the intensity of EPCR 
expression, EPCR-extrinsic factors might exert a critical influence 
on the stimulatory ability of EPCR+ cells.
CMV-induced costimulation is critical for activation of the LES clone
To address the possibility that the costimulatory context in which 
EPCR was displayed on CMV-infected target cells was a critical deter-
minant of their activating ability, we investigated whether costimu-
latory ligands induced by infection with CMV might be important 
in potentiating EPCR-mediated recognition by the LES clone. We 
excluded the possibility of involvement of NKG2D ligands because 
published studies have ruled out any substantive contribution of rec-
ognition by NKG2D to LES reactivity19. Of 16 potential costimulatory 
molecules analyzed, CMV strongly enhanced the expression of only 
CD54 (ICAM-1), the ligand of the integrin CD11a-CD18 (LFA-1) 
on fibroblasts (Fig. 7a). Treatment with blocking antibodies to this 
ligand-receptor pair resulted in less activation of the LES clone by 
CMV-infected fibroblasts (Fig. 7b) or CMV-infected endothelial cells 
(Supplementary Fig. 5a). Induction of CD54 expression by CMV 
was much less efficient in U251 cells than in fibroblasts (Fig. 7a) and, 
accordingly, blockade of the ICAM-1–LFA-1 pathway did not affect 
activation of the LES clone by CMV-infected U251 cells (Fig. 7b). 
However, U251 cells have constitutively high expression of CD58 
(LFA-3), and blocking the interaction of this ligand with its partner, 
the adhesion molecule CD2, resulted in slightly less activation of the 
LES clone by CMV-infected U251 cells and CMV-infected fibroblasts 
(Fig. 7b) and endothelial cells (Supplementary Fig. 5a). Blocking 
both CD54 and CD58 did not synergistically inhibit LES responses 
(Supplementary Fig. 5b), which were in contrast completely inhibited 
by blockade of the TCR-EPCR interaction; this emphasized the essen-
tial role of the TCR signal. Collectively, these results were consistent 
with the hypothesis that infection with CMV induced costimulatory 
 ligands that potentiated EPCR-dependent activation of LES GD T cells, 
Table 1 Staining with mAb 2E9 and activation of JRT3-LES cells 
by tumor lines










HT29 ++ ++ +++ +++
K562 ++ ++ +++ +++
U937 + ++ ND ND
U373 + +/− +++ +++
U251 + − +++ −
HUVEC ++ − ND ND
HeLa ++ − +++ −
MRC5 + − ND ND
HEK ++ − ND ND
SKMES ++ − ND ND
A431 − − +++ −
Hutu80 − − ND ND
Jurkat − − +++ +/−
HUH7 − − +++ +/−
Staining with mAb 2E9 (assessed by flow cytometry) and activation of JRT3-LES cells 
(assessed as CD69 expression) by wild-type tumor cells and tumor cells transduced to 
express EPCR. +/−, presence or absence of reactivity; ND, not determined. Data are 
representative of at least three independent experiments.
C 
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L’ensemble de ces données distingue ainsi l’interaction TCR/EPCR des autres modes 
d’interaction connus tels que TCRαβ/CMH+peptide et le TCRγδ/T22 (CMH non classique, 
Tableau 1) où le TCR lie les hélices α1 et α2 de leur ligand respectif (Adams et al., 2005). 
Finalement, l’interaction TCR-EPCR s’apparente plus à une interaction antigène-anticorps, 
comme il a été décrit pour le TCRVγ9Vδ2 et Vδ1Vγ9 (paragraphe I.A.2).  
 
L’affinité du TCRVγ4Vδ5 pour l’EPCR a été estimée par la technique Biacore, une 
constante de dissociation (Kd) d’environ 90 µM a été obtenue. Cette affinité est comparable à 
celle obtenue pour l’interaction du TCRαβ/CMH/peptide dont le Kd varie entre 1 et 100 µM.  
 
4. Rôle(de(l’interaction(TCR/EPCR(dans(l’activation(des(LTVγ4Vδ5(
L’activité effectrice des LTVγ4Vδ5 a été évaluée sur le clone LES isolé ainsi que sur 
une lignée JRT3-LES, dérivée de la lignée reportrice T JRT3 exprimant après transduction 
uniquement le TCRVγ4Vδ5. Ces 2 populations possèdent une forte réactivité dépendante du 
TCR vis-à-vis de lignées tumorales EPCR+ d’origines diverses (myéloïdes, coliques et 
cérébrales), mais aussi vis-à-vis de fibroblastes infectés par le CMV (Figure 9 panel C). 
Cependant, les données indiquent que l’expression membranaire de l’EPCR à la surface n’est 
pas suffisante pour activer les fonctions effectrices du LTVγ4Vδ5. En accord avec ces 
résultats, les tests de Biacore démontrent que l’interaction TCR/EPCR n’est pas affectée si 
l’EPCR est produit par des cellules activatrices ou non activatrices. Plusieurs hypothèses 
peuvent alors être émises. 
Premièrement, la balance d’expression entre les molécules co-activatrices et co-
inhibitrices à la surface de la cellule cible pourrait être modulée en condition de stress. Ainsi, 
une augmentation d’expression des molécules co-stimulatrices à la surface des cellules cibles 
constituerait un second signal suffisant pour stimuler les fonctions effectrices du LTVγ4Vδ5. 
Les résultats obtenus au laboratoire confirment cette hypothèse puisque en condition 
d’infection par le CMV, l’activation du clone est partiellement bloquée en présence d’un 
anticorps bloquant dirigé contre la molécule de co-stimulation LFA-1 et le CMV induit une 
forte expression d’ICAM1.  
Deuxièmement, on ne peut exclure que la conformation du domaine extracellulaire de 
la molécule EPCR ou la localisation membranaire de l’EPCR soit modifiée ou altérée en 
condition de stress, permettant ainsi une meilleure affinité du TCR pour la molécule et 
l’activation des réponses effectrices du LT. Finalement, il est probable que ces 2 mécanismes 
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entrent en jeu pour permettre au LTVγ4Vδ5 de discriminer les cellules saines des cellules 
infectées ou transformées.  
 
 Pour conclure, cette étude révèle une nouvelle fonction de l’EPCR et des LTVγ4Vδ5 
dans l’immunosurveillance locale contre les tumeurs et l’infection par le CMV. Un clone 
lymphocytaire de ce type, et/ou le TCR qu’il produit, semble donc des pistes intéressantes 





Prenant en compte les caractéristiques morphologiques et biochimiques, la NCCD 2012 
(Nomenclature Committee on Cell Death) a distingué différents types de morts cellulaires : 
l’apoptose extrinsèque et intrinsèque (dépendante ou indépendante des caspases), la nécrose 
régulée, la mort par autophagie et enfin la catastrophe mitotique (Galluzzi et al., 2012). Il 
existe cependant d’autres types de mort cellulaire telle que la pyroptose, la nétose qui ne sont 
pas encore suffisamment caractérisées pour être reconnues dans cette classification. 
 
Le terme « apoptose », signifiant en grec chute des feuilles mortes en automne, a été 
introduit, il y a 40 ans,  par Kerr, Willie et Currie qui définissent un mécanisme de mort 
cellulaire programmé finement régulé (Kerr, 1972). Ce mécanisme, largement conservé dans 
l’évolution, est essentiel dans le processus de développement d’un organisme et le maintien 
de l’homéostasie cellulaire. Il a en effet été estimé que chaque seconde 1 million de cellules 
meurent par apoptose sur les 1014 cellules du corps humain (Green, 2010). 
La morphologie des cellules en apoptose est très particulière et permet de discriminer 
l’apoptose des autres types de mort cellulaire (Figure 10). L’apoptose est caractérisée par une 
réduction du volume cellulaire et nucléaire, une condensation de la chromatine ainsi qu’un 
bourgeonnement de la membrane plasmique. Contrairement à la nécrose, la membrane des 
cellules apoptotiques reste intacte, ce qui prévient le relargage du contenu cellulaire. Les 
cellules en apoptose formeront finalement des corps apoptotiques, qui seront rapidement 
phagocytés par les cellules dendritiques et les macrophages environnants. Cette élimination 
est primordiale pour prévenir de l’inflammation tissulaire (Elliott & Ravichandran, 2010; 
Kerr, 1972).  













Figure 10 : Caractéristiques morphologiques de l’apoptose 
Panel A : Schéma représentant les étapes morphologiques de l’apoptose. Figure adaptée de 
http://www.scq.ubc.ca/apoptosis/; Panel B : Photographies de cellules vivantes ou en 
apoptose  (Figure issue de l’ouvrage « Means to an end : apoptosis and other cell death 
mechanisms », DR Green, édition 2010, Cold Spring Harbor Laboratory Press). 
 
 
Au niveau moléculaire, les protéines intracellulaires impliquées dans l’apoptose ont 
initialement été identifiées chez le nématode Caenorhabditis elegans. Ces travaux conduits par 
S. Brenner, H.R Horvitz et J.E. Sulston ont fait l’objet d’un prix Nobel de physiologie et 
médecine décerné en 2002. Les gènes codant ces protéines de C. elegans ont été nommés 
CED, pour CEll Death-abnormal (Metzstein, et al., 1998). Par homologie de séquence et de 
structure, les protéines remplissant les mêmes fonctions ont ensuite été caractérisées chez les 
mammifères, incluant l’homme (Horvitz, 1999). 
 
En fonction du stimulus appliqué, deux types de signaux induisent l’apoptose de la 
cellule :  
(1)  la voie extrinsèque ou voie des récepteurs de mort, initiée par l’interaction extracellulaire 
entre un ligand et un récepteur membranaire 
(2)  la voie intrinsèque ou voie mitochondriale, activée à l’intérieur de la cellule suite à un 
stress cellulaire. 
Cette dichotomie n’est pas exclusive puisqu’il existe des connexions moléculaires 
entre ces deux voies. Finalement, la voie intrinsèque comme la voie extrinsèque conduisent à 
l’activation de protéases à cystéine appelées les caspases, responsables des phénomènes 
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Concernant la voie extrinsèque de l’apoptose, le signal est induit par un groupe de 
récepteurs et de ligands appartenant à la superfamille du TNF (Tumor Necrosis Factor).  
Cette superfamille, composée d’une vingtaine de ligands membranaires ou solubles qui 
interagissent avec un ou plusieurs récepteurs de la famille du TNFR (TNF Receptor), est 
impliquée dans des processus cellulaires aussi variés que la prolifération, la différenciation, la 
survie et la mort cellulaire. Parmi les TNFR, les récepteurs qui transduisent le signal 
apoptotique sont nommés récepteurs de mort ou DR (Death Receptor). Ces récepteurs sont : 
DR1 (TNFR) (Thomas et al.,  1990), DR2 (CD95 ou Fas) (Itoh et al., 1991), DR3 (ou APO-
3) (Chinnaiyan et al., 1996), et les récepteurs à TRAIL (TNF-Related apoptosis-inducing 
ligand) que sont DR4 et DR5 (Chaudhary et al., 1997; Mahmood & Shukla, 2010) (Figure 
11). Ils partagent des domaines d’homologie tant pour la partie extracellulaire, permettant la 
fixation du ligand (domaine CRD pour Cysteine-Rich Domain), que pour la région 
intracellulaire permettant la  transduction du signal apoptotique (domaine de mort ou 
DD, pour Death Domain). Cependant, la structure primaire de chaque récepteur est unique, ce 
qui permet une interaction spécifique et quasiment exclusive avec leurs ligands. D’autres 
récepteurs de cette famille sont capables de lier ces ligands pro-apoptotiques mais sont 
dépourvus de DD, ils se comportent par conséquent comme des leurres. Ces récepteurs 
nommés des Decoy Receptors (DcR) sont DcR1 (ou TRAILR3), DcR2 (ou TRAILR4), DcR3 












Figure 11: Les récepteurs de mort de la superfamille du TNF et les ligands associés. 
Ces récepteurs partagent 2 régions d’homologie : le domaine extracellulaire CRD 
(Cysteine-Rich Domain) et le domaine intracellulaire appelé le domaine de mort (DD : 
Death Domain) impliqué dans la transmission du signal apoptotique). Parmi ces récepteurs, 
plusieurs ne possèdent pas de domaine de mort ; ce sont des Decoys Recepteurs (DcR). 
Figure issue de (Mahmood & Shukla, 2010) 
Introduction
Apoptosis is the best characterized form of programmed cell death.
It is an important process in maintaining homeostasis which can
be triggered by many factors like radiation, chemotherapeutics
drugs and apoptotic signaling. Signaling by death receptors (DRs)
is oneway to induce apoptosis, without having any adverse effects.
DRs are the cell surface receptors that belongs to tumor necrosis
factor (TNF) family of cytokines, including TNF, Fas ligand (FasL),
and TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) [1]. These
cytokines can induce instructive apoptosis via membrane recep-
tors [2], initiated by specific ligands [3]. Members of that tumor
necrosis factor receptor (TNFR) superfamily are diverse in primary
structure, but all of them contain cysteine-rich extracellular
subdomains. It is a unique structural feature of individual family
members that allow them to recognize their ligands with
specificity and in most cases, exclusivity [4] (Table 1, Fig. 1). DRs
also contain a homologous cysteine-rich cytoplasmic domain of
about 80 amino acids, called “death domain”which plays a crucial
role in transmitting the signal from the cell surface to intracellular
signaling pathways [5]. Adapter molecules like FADD (Fas-
associated death domain), TRADD (TNFR-associated death domain
protein) or DAXX (death domain-associated protein) themselves
contain death domains so that they can interact with DRs. These
receptors can activate death caspases within seconds of ligand
binding, causing an apoptotic demise of the cell within hours. The
actual destruction of cell however is accomplished by serial
activation of a family of protease referred to caspases [6].
The best characterized DRs are CD95 (Fas/APO-1), TRAIL-R1,
TRAIL-R2 and TNF receptor 1 (TNFR1), while the role of DR3
(TRAMP/APO-3/WSP-1/LARD) or DR6 has not been exactly
defined [7]. Death ligands also interact with the decoy receptors
(DcRs) that do not posses death domains and thus cannot form
signaling complexes. Till date, four decoy receptors have been
characterized viz. DcR1 (also known as TRAILR3 and [tumor
necrosis factor receptor superfamily] TNFRSF10C), DcR2 (also
known as TRAILR4 and TNFRSF10D), DcR3 and, osteoprotegrin
(OPG also known as TNFRSF11B). OPG is the soluble receptor
binding to TRAIL, which was identified initially as a receptor for
RANKL/OPGL and was shown later to bind TRAIL [8], which also
binds to the osteoclast differentiation factor [9].
Family of DRs
So far, 8 members have been characterized in DRs family [10,11]:
1. DR1: Death receptor 1 also known as tumor necrosis factor
receptor 1 (TNFR1), also termed as DR1/CD120a/p55/p60 is of
40.8 kDa. TNF has numerous biologic activities, e.g., cytotoxi-
city, hepatocyte proliferation and mediation of inflammatory
response, etc. TNF efficiently induces TNFR1-dependent sig-
naling, but has limited activity on TNFR2 [12], as only TNFR1 is
known to have death domain [13]. TNF infusion causes
hemorrhagic necrosis in mice, in several tumor types and the
activity of TNF against two phases, a central hemorrhages
necrosis of the tumor, which is mediated by an immune-
mediated phase, and other, severe toxicity by proinflammatory
side effects, including fever, hypotension, hepatotoxicity and
hemorrhage [14]. TNFR1 interacts with their ligands, which
Table 1 – TNFR death receptors and their ligands.
Name of the death receptors Ligand(s) of the death receptors
DR1 (TNFR1, CD120a, p55) hTNF and lymphotoxin alpha
DR2 (Fas, CD95. Apo1) CD95L (FasL)
DR3 (Apo3, TRAMP, LARD) Apo3L (TL1A)
DR4 (Apo2, TRAIL R1) TRAIL (Apo2L)
DR5 (TRAIL-R2, TRICK2, KILLER) TRAIL (Apo2L)
DR 6a –
Synonyms are given in brackets ().
a Ligands not known so far.
Fig. 1 – Death receptors and their ligands. Members of tumor necrosis factor receptor superfamily are diverse in primary structure
but all of them consist of cysteine-rich extracellular subdomains which are a unique structural feature of individual family
members that allow them to recognize their ligands with specificity and exclusivity; for detailed information see text.
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Apoptosis is the best characterized form of programmed ell death.
It is an important process in maintaining homeostasis which can
be triggered by many factors like radiation, chemotherapeutics
drugs and apoptotic signaling. Signaling by death receptors (DRs)
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and TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) [1]. These
cytokines can induce instructive apoptosis via membrane recep-
tors [2], initiated by specific ligands [3]. Members of that tumor
necrosis factor receptor (TNFR) superfamily are diverse in primary
structure, but all of them contain cysteine-rich extracellular
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members that allow them to recognize their ligands with
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about 80 amino acids, called “death domain”which plays a crucial
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associated death domain), TRADD (TNFR-associated death domain
protein) or DAXX (death domain-associated protein) themselves
contain death domains so that they can interact with DRs. These
receptors can activate death caspases within seconds of ligand
binding, causing an apoptotic demise of the cell within hours. The
actual destruction of cell however is accomplished by serial
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The best characterized DRs are CD95 (Fas/APO-1), TRAIL-R1,
TRAIL-R2 and TNF receptor 1 (TNFR1), while the role of DR3
(TRAMP/APO-3/WSP-1/LARD) or DR6 has not been exactly
defined [7]. Death ligands also interact with the decoy receptors
(DcRs) that do not posses death domains and thus cannot form
signaling complexes. Till date, four decoy receptors have been
characterized viz. DcR1 (also known as TRAILR3 and [tumor
necrosis factor receptor superfamily] TNFRSF10C), DcR2 (also
known as TRAILR4 and TNFRSF10D), DcR3 and, osteoprotegrin
(OPG also known as TNFRSF11B). OPG is the soluble receptor
binding to TRAIL, which was identified initially as a receptor for
RANKL/OPGL and was shown later to bind TRAIL [8], which also
binds to the osteoclast differentiation factor [9].
Family of DRs
So far, 8 members have been characterized in DRs family [10,11]:
1. DR1: Death receptor 1 also known as tumor necrosis factor
receptor 1 (TNFR1), also termed as DR1/CD120a/p55/p60 is of
40.8 kDa. TNF has numerous biologic activities, e.g., cytotoxi-
city, hepatocyte proliferation and mediation of inflammatory
response, etc. TNF efficiently induces TNFR1-dependent sig-
naling, but has limited activity on TNFR2 [12], as only TNFR1 is
known to have death domain [13]. TNF infusion causes
hemorrhagic necrosis in mice, in several tumor types and the
activity of TNF against two phases, a central hemorrhages
necrosis of the tumor, which is mediated by an immune-
mediated phase, and other, severe toxicity by proinflammatory
side effects, including fever, hypotension, hepatotoxicity and
hemorrhage [14]. TNFR1 interacts with their ligands, which
Table 1 – TNFR death receptors and their ligands.
Name of the death receptors Ligand(s) of the death receptors
DR1 (TNFR1, CD120a, p55) hTNF and lymph toxin alpha
DR2 (Fas, CD95. Apo1) CD95L (FasL)
DR3 (Apo3, TRAMP, LARD) Apo3L (TL1A)
DR4 (Apo2, TRAIL R1) TRAIL (Apo2L)
DR5 (TRAIL-R2, TRICK2, KILLER) TRAIL (Apo2L)
DR 6a –
Synonyms are given in brackets ().
a Ligands not known so far.
Fig. 1 – Death receptors and their ligands. Members of tumor necrosis factor receptor superfamily are diverse in primary structure
but all of them consist of cysteine-rich extracellular subdomains which are a unique structural feature of individual family
members that allow them to recognize their ligands with specificity and exclusivity; for detailed information see text.
888 E X P E R I M E N T A L C E L L R E S E A R C H 3 1 6 ( 2 0 1 0 ) 8 8 7 – 8 9 9
  INTRODUCTION  
 39 
Récemment, une voie alternative d’induction de l’apoptose extrinsèque a été décrite et 
acceptée par le comité scientifique du NCDD (Galluzzi et al., 2012). Cette voie engage 
d’autres récepteurs appelés les « récepteurs à dépendance », incluant le récepteur à la Nétrine 
qui est impliqué dans le contrôle de l’angiogénèse et de l'homéostasie cellulaire (Castets et al, 
2011). En effet, ces récepteurs à dépendance initient un signal pro-apoptotique lorsque la 
concentration de leurs ligands spécifiques est en dessous d’un seuil critique (Mehlen & 




Le récepteur Fas est également nommé CD95, Apo1, DR2 ou TNFRSF6 (TNFR 
Superfamilly member 6). Ce récepteur a été pour la première fois identifié en 1989 comme 
inducteur d’apoptose de cellules humaines après liaison par un anticorps monoclonal murin 
(Apo1-3) obtenu à l’aide d’un criblage pour cet effet biologique (Trauth et al., 1989a).  
 
A) Structure)du)gène)Fas)et)de)la)protéine)correspondante)
Le gène codant pour le récepteur Fas, nommé APT1 (26kb), a été caractérisé chez 
l’homme par les équipes de S. Nagata et de P. Krammer (Itoh et al.,1991; Oehm et al., 1992). 
Localisé sur le chromosome 10q24 chez l’homme (Inazawa et al., 1992) et sur le chromosome 
19 chez la souris (Watanabe-Fukunaga et al., 1992), ce gène comporte 9 exons séparés par 8 
introns (Behrmann et al., 1994; Cheng et al., 1995) (Figure 12).   
L’identification de sites de fixation de facteurs de transcription sur la région 
promotrice de ce gène révèle l’absence de sites consensus de type « TATA box» et « CAAT 
box » et la présence d’une séquence riche en GC entre les positions -84 à -53 pb. De 
nombreux sites consensus permettant la fixation de multiples facteurs de transcription ont 
également été mis en évidence (Cheng et al., 1995). Parmi ces sites, plusieurs  domaines de 
fixation du facteur de transcription p53, ou p53 Responsive Element, ont été identifiés au 
niveau du promoteur et de l’intron 1 du gène Fas (Munsch et al., 2000; Müller et al., 1998a; 























Figure 12 : Organisation du gène Fas et de la protéine correspondante  
Panel A : Schéma représentant l’organisation de l’ARNm et de la protéine Fas.  La 
numérotation des aa ou nucléotides est définie selon (Tauzin et al., 2012). Les symboles  
représentent les sites de N-glycosylation. ; Panel B: Structure du domaine DD 
comportant 6 hélices, selon les données de la résonance magnétique nucléaire. Figure issue 
de (Tauzin et al., 2012) 
 
 
Le récepteur Fas est une protéine transmembranaire de type I. L’isoforme mature 
canonique du récepteur Fas est composé de 335 aa et possède une masse moléculaire 
approximative de 40-50 kDa en condition réductrice. Les exons 1 à 5 codent pour le peptide 
signal de 16 aa et les 3 domaines CRD extracellulaires (CRD1, CRD2 et CRD3) d’environ 40 
aa chacun. Ces motifs contiennent des ponts disulfures (de 1 à 3) qui stabilisent le récepteur et 
permettent l’interaction avec le FasL (Orlinick et al., 1997). Le domaine transmembranaire de 
Fas est codé par une partie de l’exon 6 et de l’exon 7. Le domaine intracytoplasmique DD 
d’environ 80 aa est codé par l’exon 9, et est indispensable à la transduction du signal 
apoptotique. Il comprend 6 hélices alpha amphipathiques et antiparallèles ne comportant 
aucune activité enzymatique propre (Figure 12, panel B) (Huang et al., 1996).  Et enfin, la 
partie 3’ de l’exon 9 code pour les 3 sites potentiels de signaux de polyadénylation 
(ATTAAA) (Cheng et al., 1995).  
designated APO-1 [3]. Consequently, the death-inducing
activity of the antigen APO-1 has been extensively ana-
lyzed for the last 20 years and the pro-apoptotic role of
CD95 is supported by the fact that the cognate ligand of
CD95, the transmembrane CD95L (CD178/FasL) is present
at the surface of activated lymphocytes [4] and natural
killer cells [5] where it orchestrates the elimination of
transformed and infected cells. In addition, CD95L is
found expressed at the surface of neurons [6], corneal
epithelia, and endothelia [7, 8] and Sertoli cells [9] to
prevent the infiltration of immune cells and thus to prohibit
the spread of inflammation in these sensitive organs (i.e.,
brain, eyes, testis, respectively), which are commonly
called ‘‘immune-privileged’’ sites.
Description of physiological ‘‘immune privilege’’ was
later on followed by tumor-mediated ‘‘immune privileged
area’’ since two groups reported that the ectopic expression
of CD95L by malignant cells participated in the elimina-
tion of infiltrating T lymphocytes and thus could play a role
in the establishment of a tumoral site whose access was
denied to immune effector cells [10, 11]. However, these
observations were rapidly challenged since both allogenic
transplant of b-islets [12, 13] and tumor cells [14]
expressing the membrane-bound CD95L led to a much
rapid elimination of the cells as compared to control islets
and malignant cells, respectively, due to an increase in
infiltration of neutrophils and macrophages endowed with
anti-tumoral activities. Confirming these latter findings,
recent studies revealed that in certain pathophysiological
contexts, engagement of the CD95 receptor promoted pro-
inflammatory [15–17] or even pro-oncogenic processes
[18–20]. In the following parts of this review, we will
discuss how CD95 itself and its ligand organize the
implementation of pro- or anti-apoptotic signals.
CD95-mediated apoptotic signaling pathway(s)
Similarly to the TNF-receptor [21], CD95 has been found
expressed at the plasma membrane as a pre-associated
homotrimer [22, 23]. Binding of CD95L or agonistic anti-
CD95 mAbs to CD95 alters both the conformation and the
extent to which the receptor aggregates at the plasma
1 2 3 4 5 6 7 8
1 347 376 542 680 789 851 914 997 1022 1354 2689 nt      mRNA
9exons






















Fig. 1 CD95 structure. a CD95 mRNA consists of 9 exons as
indicated in the upper panel. The CD95 mRNA (upper panel) and
protein (lower panel) are depicted. Numbers on the upper panel stand
for the position of nucleic acids in CD95 mRNA while on the lower
panel, they represent the position of the amino acids in the protein
sequence. The 6 a-helices constituting the CD95-death domain (DD)
are indicated. PS peptide signal, TM transmembrane domain. Num-
bering is applied according to references [2, 59] (NM_000043).
b Nuclear magnetic resonance (NMR) structure of the CD95 death
domain according to 1DDF (Protein data bank) and analyzed using
Jmol version 12.0.18. The rockets stand for the 6 a-helices and the
plasma membrane has been added
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D’autres isoformes du récepteur Fas peuvent être générées par épissage alternatif de 
l’ARN prémessager correspondant à des formes solubles ou tronquées du récepteur (Cheng et 
al., 1994). Ces isoformes se comportent in vitro comme des leurres, capables de lier le ligand 
et d’inhiber l’apoptose (Papoff et al., 1996). Ils sont détectés dans le sérum de tous les 
individus sains à un taux compris entre 0,2 et 3 ng/ml selon les études. L’expression en est 
augmentée chez les patients atteints de lupus érythémateux ou de divers cancers (leucémie, 
cancer du sein, du poumon…) et est corrélée avec la physiopathologie et la progression de ces 
maladies (Fathi et al., 2012; Jodo et al., 1997; Lee et al., 2008; Maryam et al., 2010).  
 
))))))))b)))Les)modifications)post@traductionnelles)du)récepteur)Fas#
Le récepteur Fas possède 3 sites potentiels de N-glycosylation, localisés sur la portion 
extracellulaire de la protéine (position N118 et N136). Des travaux récents ont montré 
l’importance de ces modifications post-traductionnelles dans l’amplification du signal 
apoptotique, puisque la déglycosylation du récepteur Fas diminue l’efficacité du signal 
apoptotique transmis (Shatnyeva et al., 2011). D’autres modifications post-traductionnelles 
intracytoplasmiques, telles que la S-nitrosylation (sur les résidus Cys183 et Cys288) et la S-
glutathionylation (sur le résidu Cys288), stimulent l’activité du récepteur Fas, en favorisant 
son recrutement dans les radeaux lipidiques [revue dans (Tauzin et al., 2012)].  
 
c))Expression)du)récepteur)Fas)
En condition physiologique, le récepteur Fas est exprimé de façon quasi-ubiquitaire à 
la surface cellulaire (Leithäuser et al., 1993; Xerri et al., 1997). Son expression peut être 
augmentée, comme par exemple au cours de l’activation des lymphocytes T. Dans un 
contexte pathologique, une augmentation ou une diminution de l’expression du récepteur Fas 
peut être observée. Les cellules infectées par un virus surexpriment le récepteur Fas, ce qui 
favorise leur destruction par le système immunitaire. Ceci a notamment été démontré lors de 
l’infection par le virus Epstein-Barr (EBV) (Tanner et al., 1999) et le virus de 
l’immunodéficience humaine (VIH-1) (Oyaizu et al., 1994). De plus, les cytokines impliquées 
dans la réaction inflammatoire comme le TNF-α, l’IFN-γ et l’IL1-β peuvent aussi augmenter 
ou induire l’expression de Fas à la membrane (Itoh et al., 1991). Par opposition, une 
diminution de l’expression du récepteur Fas est observée à la surface des cellules cancéreuses, 
nous discuterons de la conséquence de cette modulation au paragraphe II.G.2. 
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Il est cependant important de noter que le niveau d’expression du récepteur Fas à la 
surface des cellules n’est pas toujours corrélé avec leur sensibilité à l’apoptose. En effet,  de 
nombreuses molécules intracytoplasmiques, donc situées en aval de l’étape de la 
reconnaissance du récepteur par son ligand, régulent la voie apoptotique des caspases 
(paragraphe II.C.5). L’expression de ces molécules inhibitrices dépend elle aussi du type 
cellulaire et de l’état d’activation de la cellule.  
 
2. Le(FasL((
Le ligand unique du récepteur Fas est le Fas Ligand (FasL) également nommé CD95L, 
CD178 ou APO-1L. Le gène codant pour la protéine FasL a été cloné en 1993 par l’équipe de 
S. Nagata à partir d’un hybridome lymphocytaire T qui interagissait fortement avec la 
protéine de fusion Fas-Fc  (Suda et al., 1993). 
 
a) Structure)du)gène)FasL)et)de)la)protéine)correspondante)
Chez la souris comme chez l’homme, le gène codant pour le FasL est localisé sur le 
bras long du chromosome 1 (1q24 chez l’homme). Il s’étend sur 8 kb et se compose de 4 
exons (Takahashi et al., 1994). Le FasL est une protéine transmembranaire de type II, qui 
partage entre 15 et 30% d’identité de séquence avec les molécules appartenant à la 
superfamille du TNF (Figure 13). 
Le FasL est constituée de 281 aa et sa taille est estimée à 40 kDa en condition réduite. 
Il possède une extrémité N-terminale intracytoplasmique de 80 aa, nommée ICD 
(Intracellular Domain) avec un domaine riche en proline unique (PRD pour Prolin Rich 
Domain) et un domaine CKI (Casein Kinase I). Ces domaines agissent comme régulateurs de 
l’expression et de la fonction de la protéine FasL (Sun et al., 2007), leurs rôles seront détaillés 
dans le paragraphe II.B.2.C. La région située à proximité de la membrane (aa 103-139) est 
appelée  région « stalk » ou « tige », son rôle n’est pas clairement établi mais elle pourrait 
moduler la structure polymérique de la protéine FasL. La région carboxy-terminale de FasL et 
plus particulièrement le domaine THD (TNF Homology Domain) permet l’interaction 
spécifique de la protéine avec son récepteur Fas. Le domaine d’auto-assemblage SA (Self 
Assembly Domain) localisé de l’aa 137 à 183 est lui responsable de la structure 



















Figure 13 : Structure de la protéine FasL  
Panel A : représentation schématique de la protéine FasL. CKI : motif caséine kinase I; 
PRD : Domaine riche en proline; TM : région Transmembranaire ; SA : Domaine d’auto-
assemblage; THD : Domaine d’homologie au TNF ; Panel B : Séquences protéiques du 
FasL humain et murin sur lesquelles sont reportées les sites potentiels de modification post-
traductionnelle. Figure issue de (Voss et al., 2008) 
 
 
Un isoforme soluble fonctionnel du FasL a été mis en évidence chez la souris (Ayroldi 
et al., 1999). Cette forme tronquée est obtenue après l’épissage alternatif des exons 2 et 3 et 
d’une partie de l’exon 4, correspondant à une perte du domaine intracellulaire, du domaine 
transmembranaire et d’une partie du domaine extracellulaire. Cependant, aucune étude, à ma 




Les modifications post-traductionnelles de la protéine FasL ont un rôle essentiel dans 
son expression et sa fonction cytotoxique. Le principal mécanisme de régulation négative est 
le clivage protéolytique du FasL membranaire, générant ainsi une forme soluble du FasL 
nommée sFasL (soluble FasL) (Okumura, 1995). Ce clivage  est  effectué par des 
métalloprotéases membranaires comme ADAM-10 (A Disintegrin And Mettalloprotease 10) 
ou matricielles comme MMP-3 (Matrix Metalloproteinase-3) (Matsuno et al., 2001), MMP-9 
Cell Communication and Signaling 2008, 6:11 http://www.biosignaling.com/content/6/1/11
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with Fas-IgG fusion proteins was implicated in reverse sig-
nalling in CD8+ T cells [26,37].
Interactions via the FasL cytosolic PRD
Compared to other TNF family ligands, the cytoplasmic
tail of FasL is unique with respect to its overall length (80
aa) and the presence of an extended polyproline stretch
(aa 37 to 80). Other TNF superfamily ligands comprise
much shorter N-terminal cytosolic stretches (human
TNFD 35 aa, lymphotoxin E 18 aa and TRAIL 17 aa), and
do not contain a PRD as present in the FasL N-terminus.
As expected, this PRD allows for binding of SH3 domains
with class I and II as well as non-canonical type I binding
specificity and WW domains [38] and thus acts as a dock-
ing site for numerous proteins that exert significant
impact on FasL biology and function (for a detailed
review, refer to [17]).
An initial in vitro screen performed in 1995 used immobi-
lised FasL-derived peptides and recombinant SH3
domains in order to analyse binding of such proteins to
the FasL PRD [39]. Other strategies to identify interaction
partners in T cells included pull down experiments with
various recombinant SH3 domain fusion proteins or
using recombinant human FasL-glutathione S-transferase
(GST) fusion proteins followed by one- or two-dimen-
sional gel electrophoresis [40,41]. A similar approach was
recently undertaken in neuronal cells [42]. Moreover,
some FasL associated factors or interacting proteins were
identified by yeast two-hybrid library screening [43].
Among the identified SH3 domain proteins were several
Src-related tyrosine kinases (Fyn, Lyn, Lck, Hck, Fgr, Src
and Abl) as well as adapter proteins involved in T cell
receptor-associated signal transduction (such as Grb2,
Gads, the p85 subunit of the PI3 kinase and others)
[36,39,40]. In addition, adapter proteins such as Nck,
which for instance regulates changes in the actin cytoskel-
eton upon triggering of the TCR [44], and members of the
Pombe Cdc15 homology (PCH) family were shown to
FasL structure and potential sites of posttranslational modificationsigure 2
FasL structure and potential sites of posttranslational modifications. Schematic representation of FasL structure (A). 
FasL is a type II membrane protein characterised by its unique cytosolic tail containing a binary casein kinase I (CKI) substrate 
motif (yellow) and a proline-rich domain (PRD). C-terminal to its transmembrane region (TM), a stretch comprising aa 137 to 
183 in human FasL was shown to be essential for trimerisation and self-assembly of FasL (SA). The C-terminal moiety is char-
acterised by its homology to other TNF ligand ctodomains (THD). Cleavage sites for metalloprotease-mediat d ectodomain 
release have been mapped for human FasL in a human and murine cellular environment as indicated. FasL contains three puta-
tive glycosylation sites (N184, N250, N260), whereas murine FasL contains four (N117, N182, N248, N258). Previously 
described covalent posttranslational modifications of the human FasL and murine FasL cytosolic tails (B). As detailed in our 
review, murine FasL might be subject to serine/threonine phosphorylation of the CKI substrate region, but such sites have not 
been exactly mapped to individual residues within this motif.
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(Kiaei et al., 2007) ou encore MMP-7 (Vargo-Gogola et al., 2002). La protéine ADAM-10 est 
décrite comme étant la protéase principale responsable clivage du FasL membranaire (Schulte 
et al., 2007). Son site de clivage se situe entre les résidus Ser126 et Leu127 chez l’homme et 
Lys129 et Gln130 chez la souris (Schneider et al., 1998). En ce qui concerne la MMP-7, son 
site de clivage est particulier et il se localise au niveau de la séquence 113Glu-Leu-Arg119 
(Vargo-Gogola et al., 2002). La capacité d’une cellule à produire du sFasL dépendra donc de 
la quantité et de la nature des métalloprotéases qu’elle exprime, sachant que celles-ci sont 
aussi régulées au niveau de leur action et de leur production (Amălinei et al., 2007; Seals et 
al., 2003). 
Le sFasL soluble ainsi généré conserve sa structure trimérique (Holler et al., 2003a; 
Schneider et al., 1998). Son activité apoptotique est quasiment nulle in vitro comme in vivo. Il 
se comporte plutôt comme un antagoniste capable d’inhiber l’activité apoptotique du FasL 
membranaire, puisqu’il est environ 1000 fois moins cytotoxique que le FasL membranaire 
(Suda et al., 1997). Ses fonctions biologiques sont complexes et dépendent du 
microenvironnement cellulaire ; elles seront détaillées au paragraphe II.F.  
 
(2) )La)glycosylation)du)FasL))
Le domaine THD, nécessaire à l’interaction Fas/FasL, contient 3 sites potentiels de N-
glycosylation, situés dans la région extracellulaire de la protéine en position N184, N250 et 
N260 (Figure 13). Ceci se traduit par la présence de 2 formes de sFasL, après production en 
cellule eucaryote, dont le poids moléculaire diffère de 2 à 3 kDa après électrophorèse en gel 
de polyacrylamide; la forme la plus glycosylée étant la plus représentée (Schneider et al., 
1997a). En présence d’un inhibiteur de la N-glycosylation, comme la tunamycine, la sécrétion 
de sFasL recombinant est bloquée et la protéine s’accumule alors dans le cytosol. De même, 
la mutation de ces sites affecte l’expression du FasL membranaire (Orlinick et al., 1997). Ces 
travaux suggèrent donc que les N-glycosylations de FasL améliorent la maturation et la 
stabilité de la protéine. A l’inverse, l’absence de N-glycosylation sur la molécule FasL ne 
semble pas altérer sa fonction biologique (Orlinick et al., 1997).  
 
(3) Les)autres)modifications))
Il existe aussi plusieurs sites potentiels de phosphorylation et d’ubiquitinylation au 
niveau du domaine PRD dans la région intracellulaire de FasL (Voss et al., 2008). Ces 
modifications sont connues pour favoriser l’export de FasL à la membrane (Zuccato et al., 
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2007). Un site potentiel de palmitoylation a été mis en évidence sur la Cys82 dans le domaine 
transmembranaire du FasL humain. Cette modification entraîne la relocalisation du FasL 
membranaire dans les radeaux lipidiques et favorise ainsi son clivage protéolytique par la 




Contrairement au récepteur Fas, l’expression de FasL est très restreinte et finement 
régulée, probablement en raison de sa forte cytotoxicité. Son expression est constitutive dans 
les tissus dit « immunoprivilégiés » comme les testicules, le cerveau, le placenta et l’œil, où la 
réponse inflammatoire est finement contrôlée (Griffith et al., 1995; Xerri et al., 1997). Le 
FasL est également exprimé à la surface des lymphocytes T et des cellules NK après 
activation avec un ester de phorbol et un ionophore calcique. Cette expression induite est 











Figure 14 : Expression du FasL à la surface de cellules hématopoiétiques. 
Panel A : Cinétique d’expression de FasL à la surface des cellules NK, des lymphocytes 
Tγδ, Tαβ CD4+ et CD8+ après activation avec un ester de phorbol et un ionophore calcique 
. Figure issue de (Lettau et al., 2011) ; Panel B: Expression de FasL à la  surface de 
lymphocytes T avant et après activation  (30 minutes au contact d’une lignée 
lymphoblastique B pulsée par un superantigène). Figure issue de (M. Voss et al., 2008). 
 
 
Durant la première phase d’expression, le FasL contenu dans des vésicules de 
sécrétion est rapidement transporté à la surface des cellules au niveau de la synapse 
immunologique. Le stockage de FasL dans ces vésicules lysosomales ainsi que le transport 
M. Lettau et al. / European Journal of Cell Biology 90 (2011) 456–466 459
Fig. 2. Biphasic surface expression of FasL. (A) Kinetics of FasL surface expression
after stimulation of CD4+ (black line), CD8+ (red line), TCR!" (blue line) T cells or
NK cells (green line) with phorbol ester and calcium ionophore. FasL was stained
with a directly PE-conjugated mAb (NOK-1) and surface expression was assessed
by flow cytometry. Values are given as geometric mean fluorescence intensities of
individual measurements. (B) Modulation of activation-induced FasL expression by
pharmacological inhibitors. Cells were left untreated (red line) or pretreated with
2.2#g/ml latrunculin A (blue line) or 2#g/ml cycloheximide (green line) 30min
prior to stimulation with phorbol ester and calcium ionophore.
calcium ionophore leads to a biphasic surface expression of FasL
with a first maximum after only 10min and a second one after
2h (Fig. 2A). The expression pattern was further characterized by
using inhibitors of protein biosynthesis (cycloheximide) and trans-
port (brefeldin A, monensin), actin polymerization (latrunculin A,
cytochalasin D) and of matrix metalloproteases (GM 6001) (Lettau
et al., 2004) (Fig. 2B). We demonstrated that the first phase of FasL
surface appearance represents a rapid actin-dependent release of
prestored protein. The second maximum was completely blocked
in the presence of cycloheximide and brefeldin A or monensin and
largely reduced in the presence of latrunculin A and cytochalasin D
and therefore relies on newly synthesized FasL transported via the
trans-Golgi network. In addition,weobservedapartial stabilization
of FasL expression in the presence of MMP inhibitors. Although the
kinetics remained biphasic, this indicated that FasL is at least in
part shed from the surface of cytotoxic cells by MMPs. However,
the prominent downregulation observed between the two phases
seems to be rather independent of protease activity (Lettau et al.,
2004). This was later confirmed when we identified ADAM10 as
the relevant sheddase for FasL in T cells (Schulte et al., 2007) (see
below).
Studies by the group of Ostergaard (He et al., 2010; He and
Ostergaard, 2007) confirmed the biphasic kinetics also for murine
CTL. In addition, their work suggested that FasL might in fact
be stored in structures different from classical cytolytic granules
(He and Ostergaard, 2007). Phase 1 membrane translocation of
prestored FasL required a substantially lower signaling threshold
than expression of de novo synthesized FasL or degranulation for
the release of cytotoxic effector proteins. Moreover, a low-affinity
peptide agonist strongly induced translocation of prestored FasL,
whereas the effect on de novo FasL expression and degranulation
was much less pronounced. These studies suggested that the two
waves of FasL mobilizationmight have distinct functions. Whereas
the rapidly expressed FasL triggered highly specific lysis of target
cells (as did degranulation), the late FasL mediated extensive Fas-
dependent bystander killing (He et al., 2010). Moreover, phorbol
ester alone turned out to be sufficient to trigger the rapid release
of FasL, but CD63 and LAMP1 (as markers for the degranulation
of classical cytolytic granules) were only detected on the cell sur-
face upon addition of calcium ionophore (Kassahn et al., 2009). In
conclusion, these studies favor the hypothesis that T cells utilize
different storage granules for different cargo proteins, and that the
mobilization of individual effector compartments follows distinct
signaling pathways (see de Saint Basile et al., 2010 for review).
To address this issue in more detail, we established a subcel-
lular fractionation protocol for the enrichment of intact vesicles
from NK ce s and T cell bla ts (Schmidt e al., 2009). We char-
acterized the integrity of the isolated lysosomes/organelles in
in ividual fractions, analyzed their protein content by Western
blotting, 2D electrophoresis and mass spectrometry and applied
2D difference gel electrophoresis to directly compare individual
FasL-containing fractions from different T and NK cell populations
(Schmidt et al., 2008). We also characterized two individual frac-
tions which, according to the performedWestern blots, turned out
to be enriched for either FasL or granzyme B and thus presumably
represent the twomajor types of granules suggested by Ostergaard
and colleagues (Schmidt et al., unpublished).
However, confocal imaging suggested that FasL, granzymes,
perforin and cathepsin D co-localize in a single compartment
in activated human T cells (Fig. 3). Nevertheless, the proteome
approach revealed that FasL-positive granules clearly differ from
granzyme B-bearing granules in their protein content. More-
over, they display different morphological features indicating that
“secretory lysosomes” might be more heterogeneous and versa-
tile than initially anticipated. The colocalization seen in confocal
images suggests that MVBs might combine different granules in
one compartment or that different granules occupy the same
cytosolic areas in close proximity. In both cases, future studies
employing electron microscopy might help to clarify this issue.
On the other hand, however, studies that separate degranulation
and FasL surface appearance argue for two separate compartments
since the differential mobilization of FasL and granzyme B vesi-
cles from one common MVB seems unlikely. For the two phases
of FasL expression, it might well be that prestored FasL and newly
synthesized FasL employ different vesicular structures for trans-
port.
SH3 proteins control FasL storage and mobilization
It seems clear, however, that unlike other lysosomal membrane
proteins, the sorting of FasL to secretory lysosomes is medi-
ated by its PRD (Blott et al., 2001). It was assumed, that SH3
domain-containing proteins bind the cytosolic portion of FasL
at the trans-Golgi network and then facilitate the transport of
FasL-containing vesicles to the secretory lysosomes.Whereas dele-
tion of the PRD results in a prominent membrane association in
hematopoietic cells, in non-hematopoietic cells (also lacking secre-
tory lysosomes), FasL is constitutively localized to the cell surface
(Blott et al., 2001). In essence, this implies that FasL itself is a crucial
component of the transport machinery of secretory lysosomes.
We and others previously described members of the Pombe
Cdc15 homology (PCH) protein family including FBP17, PACSIN1-3,
CD2BP1/PSTPIP and CIP4 as putative FasL interactors (Baum et al.,
Cell Communication and Signaling 2008, 6:11 http://www.biosignaling.com/content/6/1/11
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protein family, however, the intracellular portion of FasL
comprises an extended proline-ri h d m in (PRD) that
serves as a docking site for proline-interacting Src-homol-
ogy 3 (SH3) or WW domains (named because of the pres-
ence of two tryptophan residues in a certain spacing) [17].
FasL presumably exhibits its biological activity as a homo-
trimeric complex. This oligomerisation seems to be essen-
tially dependent on the self assembly (SA) region span-
ning aa 137 to 183 of the FasL ectodomain. The following
TNF homology domain (THD) expresses the highest sim-
ilarity to related proteins, but also mediates highly specific
binding to the cystein-ric  domains of the Fas receptor
[28,29]. Within its ectodomain, the FasL contains three
putative sites for N-linked glycosylation (N184, N250,
and N260) which might e postt anslationally modified
under experimental conditions but do not seem to alter
self-aggregation or receptor binding significantly. How-
ever, since mutations of these residues correlate with a
reduced expression of FasL in transfectants [28], it was
suggested that glycosylation positively affects FasL matu-
ration and/or stability. Moreover, secretion of soluble
F L (see b low) strictly depends on glycosylation in 293
transfectants [30]. Of note, extensive N-linked glycosyla-
tion is often a characteristic feature of membrane proteins
associated with lysosome function and appears to protect
such proteins from degradation in the hydrolytic lyso-
somal environment [31]. Since FasL localises to secretory
lysosomes in hematopoietic cells [32], N-glycosylation of
the ectodomain might also have a comparable protective
effect. How exactly these N-linked glycans enhance FasL
expression in a given cell type remains to be addressed. So
far, no crystallographic and nuclear magnetic resonance
(NMR) spectroscopic data for FasL are available. However,
in order to identify critical residues at the FasL-Fas inter-
face, comparative molecular modelling with other TNF
superfamily ligands revealed that this interaction is unaf-
fected by the three FasL glycosylation sites [30,33,34].
In addition to gly osylation, other covalent posttrans a-
tional modifications including phosphorylation, methyl-
ation, acetylation and ubiquitylation represent powerful
means f functional regulation. Complex patterns of such
alterations are well documented for example for the
tumour suppressor protein p53 [35]. In recent years, accu-
mulating experimental evidence suggests that also the
FasL might be subject to various regulatory modifications.
Phosphorylation of the tyrosine residues Y7, Y9, and Y13
within the N-terminus of human FasL as well as ubiquit-
ylation at lysine residues flanking the PRD, independently
affect FasL sorting to secretory lysosomes [36]. A CKI-
mediated serine phosphorylation within the murine FasL
cytosolic tail following TCR engagement and stimulation
Localisation of endogenous FasL in primary human T cellsFigure 1
Localisation of endogenous FasL in primary human T cells. In human T cell blasts, FasL is stored within the cell in dis-
tinct intracellular granules (A). Upon target cell encounter, these granules are transported to the site of intercellular contact, 
thus placing FasL on the cell surface in the immunological synapse (B). T cell blasts were left untreated (A) or incubated with a 
superantigen-pulsed EBV-transformed B-cell lymphoblastic cell line (*) for 30 minutes (B), fixed, permeabilised and stained for 
endogenous FasL with anti-FasL mAb NOK-1 and AlexaFluor 488-conjugated donkey anti-mouse IgG.
*
A B
FasL FasLNon!activés! Activés! A B 
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vésiculaire sont facilités par le domaine PRD intracellulaire de la molécule FasL, après liaison 
avec des protéines adaptatrices portant un domaine de type SH3 (Blott et al., 2001; Zuccato et 
al., 2007). La seconde phase d’expression de FasL nécessite la transcription et la traduction de 
novo de FasL par les cellules hématopoiétiques (Lettau et al, 2004). En effet, de nombreux 
facteurs de transcription, incluant NFAT, NFκB, c-myc, IRF-1 et autres, participent à 
l’induction de l’expression du FasL à la surface cellulaire, notamment après l’engagement du 
TCR (Kavurma & Khachigian, 2003).  
Les cellules phagocytaires expriment aussi à leur surface le FasL, après avoir été 
activées in vitro par des complexes immuns ou par la phytohémagglutinine, par exemple 
(Kiener et al., 1997; Liles et al., 1996). Dans un contexte infectieux, les cellules phagocytaires 
infectées par le CMV ou le VIH expriment le FasL, ce qui contribue à l’élimination par 
apoptose des lymphocytes T activés et à la propagation du virus (Badley et al., 1996; Raftery 
et al., 2001). De même, les cellules tumorales expriment le FasL membranaire pour échapper 
au contrôle par le système immunitaire (paragraphe II.G.3). 
 
La forme membranaire du FasL est également retrouvée à la surface de microvésicules 
nommées exosomes. Ces microvésicules d’origine endocytiques sont produites et sécrétées 
dans le milieu extracellulaire par les LT activés (Cai et al., 2012), les cellules dendritiques 
(Monleón et al., 2001; Munich et al., 2012) ainsi que par les cellules tumorales (Taylor et al., 
2005). De manière identique au FasL membranaire, les exosomes de FasL stimulent après 
interaction avec le récepteur Fas l’apoptose de diverses lignées tumorales (Taylor et al., 2005, 
Cai et al., 2012; Munich et al., 2012) ou de cellules T primaires (Abusamra et al., 2005).  
 
(2) Expression)du)FasL)soluble)
Le FasL soluble est principalement produit par les cellules phagocytaires et les 
lymphocytes T activés, qui contrôlent sa production par le clivage protéolytique de la forme 
membranaire (Kiener et al., 1997; Schulte et al., 2007). Le sFasL est détecté dans le sérum de 
sujet sain à une concentration variant de 0,2 à 0,4 ng/ml (Chen et al., 2007; Perianayagam et 
al., 2000; Tauzin et al., 2011), d’après des dosages ELISA de type « sandwich » disponibles 
dans le commerce. Une augmentation du taux de sFasL sérique est observée chez les patients 
atteints de cancers de diverses origines ou de maladies inflammatoires ou infectieuses 
(Kozlowski et al., 2007; Turi et al., 2009). Son taux est corrélé avec l’activité de ces maladies, 
suggérant son utilisation comme marqueur pronostique et diagnostique (Linkermann et al., 
2005). 
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3. Les(agonistes(non(naturels((
 Plusieurs agonistes non naturels ont été développés in vitro pour mimer l’interaction 
du FasL membranaire avec son récepteur. Parmi ces agonistes, on retrouve des formes 
recombinantes de sFasL polymériques et des anticorps agonistes anti-Fas. Pour comprendre le 
mécanisme d’action de ces agonistes, il faut savoir qu’une oligomérisation du récepteur Fas 
est nécessaire pour activer le signal apoptotique.  
 
a) Le)sFasL)polymérique)recombinant)
La liaison du sFasL trimérique au Fas n’est pas suffisante pour oligomériser le 
récepteur. En polymérisant artificiellement les trimères sFasL, l’activité pro-apoptotique de la 
protéine sFasL est restaurée (Schneider et al., 1998). La forme minimale requise pour induire 
un signal apoptotique est un hexamère soit deux trimères de sFasL (Holler et al., 2003).  
L’ajout d’une « étiquette » peptidique Flag de 9 aa à  l’extrémité amino-terminale du 
FasL permet en présence d’un anticorps anti-Flag d’oligomériser artificiellement le FasL 
(Figure 15). Cette protéine recombinante Flag-FasL rendue ainsi polymérique possède une 
forte activité cytotoxique vis-à-vis tous les cellules sensibles à l’apoptose Fas. Cette molécule 
est commercialisée et couramment utilisée in vitro comme inducteur de l’apoptose. Plusieurs 
formes polymériques de sFasL ont ensuite été développées pour être utilisées à terme comme 
agent thérapeutique chez l’homme. Leur efficacité cytotoxique est comparable à celle de la 
protéine de fusion Flag-FasL polymérique. Nous décrirons ces protéines recombinantes dans 













Figure 15 : Activité cytotoxique de la molécule Flag-sFasL.  
Figure adaptée de  (Schneider et al., 1998). 
1209 Schneider et al.
Figure 2. (A) Characterization of FasL in supernatants of Neuro-2a cells transfected with muFasL. Crude supernatants were assayed for FasL activity on
mouse A20 B cells and human Jurkat T cells. (B) Gel filtration analysis of FasL. Supernatants were concentrated and loaded onto a column (Su erdex 200;
Pharmacia). Fractions were analyzed for FasL by Western blotting in the presence of SDS (inset), for cell death–inducing activity (closed circles), and for
protein (lines). Molecular size markers and the position of sFasL elution are indicated. 
Fig r  3. Increase f the sp cific
apoptotic activity of sFasL and
sTRAIL, but not sTWEAK, and dif-
ferential modulation of sTNF-a ac-
tivity upon cross-linking of the
ligands. (A) Various cell lines (HT29,
human colon carcinoma; Jurkat, hu-
man T cell leukemia; BJAB, human
B cell lymphoma; A20, mouse B cell
lymphoma) were assayed for their
sensitivity to Flag tagged sFasL in the
presence (closed squares) and absence
(open squares) of aggregating anti-Flag
antibodies. The effect of naturally
processed sFasL on A20 cells is also
shown (open circles). (B) The apopto-
sis-inducing effects of the ligands sTRAIL, sTNF-a, and sTWEAK were assayed in the presence (closed squares) and absence (open squares) of aggregating
anti-Flag antibodies. Most cells are insensitive to the cytotoxic activity of these ligands, and the corresponding results were therefore not included. (C)
The proliferative response of CT6 cells to murine (circles) and human (squares) sTNF-a was monitored in the presence (closed symbols) and absence (open
symbols) of aggregating anti-Flag antibodies (M2) (the data shown are means 6 SD, n 5 3). (D) Model of FasL shedding by metalloproteases and oligo-
merization of Flag tagged sFasL by anti-Flag antibodies.
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b) Les)Anticorps)agonistes)du)récepteur)Fas)
Ces anticorps agonistes miment l’interaction du récepteur Fas et de son ligand en 
polymérisant le récepteur à la surface des cellules cibles. Plusieurs anticorps agonistes anti-
Fas ont été décrits dans la littérature :  
 
Anti-Fas humain  
Clone Isotype Origine Référence 
CH11 IgM Murin (Yonehara et al., 1989) 
7C11 IgM Murin (Robertson et al., 1995) 
Apo1-3 IgG3 Murin (Janssen et al., 2003)9) 
Apo1-1 IgG1 Murin (Muppidi & Siegel, 2004) 
E09 IgG1-scFv Murin (Chodorge et al., 2012) 
DX2 IgG1 Murin (Cifone et al., 1994) 
HFE7A IgG1 Murin Fas neg (Ichikawa et al., 2000)36 
R-125224 IgG1 Murin humanisé (Nakayama et al., 2006) 
Anti-Fas murin  
JO-2 IgG2 Hamster (Ogasawara et al., 1993) 
RK-8 IgG Hamster (Nishimura et al., 1995) 
HFE7A IgG1 Murin Fas neg (Ichikawa et al., 2000) 
 
     Tableau 2: Les principaux anticorps agonistes anti-Fas 
 
 
C’est l’isotype de l’anticorps qui détermine la taille des complexes Fas qui pourront 
être obtenus. En théorie, les anticorps d’isotype IgM sont capables de réunir jusqu’à 10 
trimères de récepteur Fas à la surface de la cellule et les anticorps d’isotype IgG3 sont 
capables de s’auto-agréger (Dhein et al., 1992). Ils fonctionnent donc sur un principe similaire 
en multimérisant le récepteur Fas. Pour les anticorps d’isotype IgG autre que IgG3, 
l’approche est différente car les anticorps sont seulement bivalents et incapables de s’agréger 
spontanément. Pourtant, ces anticorps utilisés seuls déclenchent un signal apoptotique 
(Muppidi & Siegel, 2004). Une étude récente propose un modèle d’activation du signal 
apoptotique médié par ces anticorps agonistes Fas de type IgG1 (Chodorge et al., 2012). 
Selon ce modèle, la capacité d’un anticorps à activer le récepteur Fas serait inversement 
corrélée à son affinité. Ainsi, les anticorps de haute affinité n’activeraient pas le récepteur Fas 
alors que les anticorps de basse affinité possèderaient une meilleure efficacité cytotoxique. En 
effet, le modèle prédit que ces anticorps de faible affinité, une fois fixés sur le récepteur Fas, 
seraient capables de se dissocier partiellement pour recruter d’autres récepteur Fas, permettant 
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de former ainsi un complexe multimérique capable de transduire le signal apoptotique (Figure 
16). Dans ces conditions, l’efficacité cytotoxique de l’anticorps n’est pas optimale, mais elle 
en sera augmentée lorsqu’un agent polymérisant de type protéine A ou un anticorps anti-IgG 










Figure 16: Modèle d’activation du récepteur Fas médié par des anticorps agonistes 
(IgG) de basses et hautes affinités selon Chodorge (Chodorge et al., 2012) 
 
4. Caractérisation(de(l’interaction(FasL/Fas!
Le complexe FasL/Fas n’a pas encore été cristallisé. Néanmoins, en raison de sa forte 
homologie de structure avec les membres de la famille du TNF, les mécanismes d’interaction 
au sein du complexe FasL/Fas sont probablement proches de ceux décrits pour les complexes 
TNF/TNFR et TRAIL/TRAILR (Banner et al., 1993; Hymowitz et al., 1999).  
 
La molécule Fas est exprimée à la membrane sous forme d’un homotrimère pré-
assemblé par son domaine PLAD (Papoff et al., 1999), sous une configuration dite « fermée » 
ou « inactive ».  Sous l’effet du ligand, le récepteur modifie sa conformation extracellulaire, 
on parle alors de forme « ouverte » du récepteur (Scott et al., 2009). Le FasL est également 
naturellement exprimé sous forme d’un trimère qui est pré-assemblé par son domaine SA (aa 
137–183) (Siegel, 2000). Un monomère de Fas lie deux monomères de FasL où les domaines 
CRD1, CRD2 et CRD3 du Fas contribuent à l’interaction avec plus ou moins de spécificité 
(Nisihara et al., 2001) (Figure 17 panel A). En effet, le domaine CRD1 peut être partiellement 
substitué par le domaine CRD1 homologue du TNFRI, contrairement aux domaines CDR2 et 
CRD3 qui ne sont pas remplaçable. Le domaine CRD1 est cependant essentiel pour stabiliser 
le complexe ligand/récepteur (Orlinick et al., 1997). Par mutagenèse dirigée, 6 résidus 
localisés sur le CRD3 ont été identifiés comme indispensables à la liaison à FasL (Starling et 
al., 1997) (Figure 17 Panel B).  
Fas 


















Figure 17: Modèle d’interaction entre le récepteur Fas et le FasL.  
Panel A : Interaction du trimère de Fas (rose)  et du trimère FasL (rose) Figure issue de 
(Schneider et al., 1997); Panel B : alignement des séquences en aa des protéines TRAIL, 
FasL et TNFα humaines (h) ou murines (m) et alignement des séquences en aa du récepteur 
Fas humain et murin. Les aa encadrés correspondent au aa essentiels dans l’interaction 
FasL/Fas. Figure issue de (Schneider et al., 1997; Starling et al., 1998) 
 
 
Concernant le FasL, les résidus Tyr218 et la Pro206 présents dans le domaine THD 
sont indispensables à l’interaction avec Fas (Schneider et al.,  1997b) (Figure 17 Panel B). 
Cette tyrosine est présente sur tous les ligands de mort cellulaire et forme probablement avec 
le résidu Arg86 du récepteur Fas des ponts hydrogènes qui stabilisent l’interaction Fas/FasL. 
De manière intéressante, la substitution de la Tyr218, par une arginine qui est une aa chargé 
négativement, induit une répulsion entre le FasL et son récepteur. Le résidu Phe275 situé dans 
la région carboxy-terminale du FasL contribue également à l’interaction, puisque sa 
substitution par un résidu leucine abroge l’interaction Fas/FasL (Schneider et al., 1997c). 
Cette mutation Phe275Leu a été identifiée chez la souris de type gld (generalized 
lymphoproliferative disease), qui présente une prolifération lymphocytaire incontrôlée due à 
l’absence d’apoptose induite par le système Fas/FasL (paragraphe II.D) (Takahashi et al., 
1994).  
was further refined by 200 cycles of energy minimization with
CHARMM (53). The three N-glycosylation sites are located at Asn-184,
Asn-250, and Asn-260 in the FasL model. A short branched N-linked
glycan structure (GlcnAcb1–4Mana1–6[Mana1–3]Manb1–4GlcNAcb1
–4GlcNAc) was extracted from Brookhaven Protein Data Bank entry
9API, and was linked to the respective asparagines using interactive
graphics.
RESULTS AND DISCUSSION
Glycosylation of sFasL—A plasmid encoding the signal pep-
tide of hemaglutinin, in frame with a flag epitope and the
COOH-terminal portion of the extracellular domain of human
Fas ligand (amino acids 139–281), was transfected into the
human embryonic kidney 293 cell line. Secreted sFasL was
affinity-purified using immobilized anti-flag antibodies. The
theoretical molecular mass of the encoded recombinant protein
is 18.2 kDa. Purified sFasL migrated as a doublet on SDS-
PAGE with deduced molecular masses of 29 and 25.5 kDa (Fig.
1A). Taken together with previous data (55), this heterogeneity
and the discrepancy between predicted and observed molecular
masses suggest that carbohydrates are present on the sFasL.
Indeed, sFasL present in both cell extracts and cell superna-
tants could be digested with peptide N-glycanase F to a single
band with the predicted molecular mass of 18 kDa (Fig. 1B),
indicating that the various species of sFasL differed by their
degree ofN-glycosylation. This result was confirmed when cells
were treated with the N-glycosylation inhibitor tunicamycin; a
dose-dependent accumulation of cellular, unglycosylated 18-
kDa sFasL was observed with concomitant loss of sFasL secre-
tion (Fig. 1C). A total of four evenly spaced bands of sFasL
could be detected, which probably correspond to the unglyco-
sylated, mono-, di-, and tri-N-glycosylated sFasL monomers.
Thus, all three potential N-glycosylation sites of human FasL
(Asn-184, Asn-250, and Asn-260) appear to be used. Interest-
ingly, secreted sFasL is consistently found in its highly glyco-
sylated form, even at intermediate tunicamycin concentrations
where unglycosylated sFasL is by far the predominant cellular
species (Fig. 1C). This strongly suggests that N-linked oligo-
saccharides are required for efficient secretion of sFasL.
We next generated a molecular model of the FasL-Fas com-
plex (Fig. 2) using knowledge-based protein modeling methods
and the known tridimensional structures of lymphotoxin a
FIG. 1. Glycosylation of sFasL. Panel A, Coomassie Blue staining
of sFasL. The flag-tagged sFasL in conditioned supernatants of stably
transfected 293 cells was affinity-purified on anti-flag M2 agarose, and
1.5 mg was analyzed by SDS-PAGE (12%) followed by Coomassie Blue
staining. The molecular mass markers (in kDa) are indicated. Panel B,
peptide N-glycanase F digestion of sFasL. 293 cells transiently trans-
fected with flag-tagged sFasL were grown for 72 h in serum-free me-
dium. Cell extracts (Cells, 2.5 3 105 cells/lane) and 20 3 concentrated
supernatant (S/N, 15 ml/lane) were treated with or without peptide
N-glycanase F (PNGase F) and analyzed by Western blotting using
anti-flag M2 antibodies. Panel C, the effect of tunicamycin on the
glycosylation and secretion of sFasL. Stably transfected 293 cells were
grown for 10 days in serum-free medium and in the presence of the
indicated concentrations of tunicamycin. Cells (2.5 3 105/lane) and
supernatants (20 ml) were analyzed by Western blotting using anti-flag
M2 antibodies.
FIG. 2. Molecular model of Fas-FasL interaction. Ribbon repre-
sentation of the Fas-FasL hexameric complex. The ligand monomers
are depicted in blue, while the receptor molecules are shown in light
green and disulfide bridges in yellow. The pink structures represent the
volume occupied by the nine N-linked glycans attached to Asn-184,
Asn-250, and Asn-260. N, Asn. A, top view of the complex; B, side view
of a simplified representation showing only subunit A of the Fas ligand
and its two bound receptor molecules. Transmembrane domains of Fas
and FasL would be at the top and at the bottom of the figure,
respectively.
FIG. 3. Sequence alignment of the COOH terminus of FasL and
of the loop DE region of TNF family members. Panel A, carboxyl-
terminal sequence of human and murine FasL showing the site of the
gld mutation (box). Numbering refers to the human FasL sequence.
Panel B, sequence alignment of various ligands around loop DE. The
conserved Tyr residue is boxed (position 218 in human FasL). Note that
this Tyr residue is not conserved in CD27L, CD30L, and CD40L.
Fas-FasL Interaction 18829
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dose-dependent accumulation of cellular, unglycosylated 18-
kDa sFasL was observed with concomitant loss of sFasL secre-
tion (Fig. 1C). A total of four evenly spaced bands of sFasL
could b etected, which p obably correspond to the unglyco-
sylated, mono-, di-, and tri-N-glycosylated sFasL monomers.
Thus, all three potential N-glycosylation sites of human FasL
(Asn-184, Asn-250, and Asn-260) appear to be used. Interest-
ingly, secreted sFasL is consistently found in its highly glyco-
sylated form, even at intermediate tunicamycin concentrations
where unglycosylated sFasL is by far the predominant cellular
species (Fig. 1C). This strongly suggests that N-linked oligo-
saccharides are required for efficient secretion of sFasL.
W next generated a molec lar model of th FasL-Fas com-
plex (Fig. 2) using knowledge-based protein modeling methods
and the known tridimensional structures of lymphotoxin a
FIG. 1. Glycosylation of sFasL. Panel A, Coomassie Blue staining
of sFasL. The flag-tagged sFasL in conditioned supernatants of stably
transfected 293 cells was affinity-purified on anti-flag M2 agarose, and
1.5 mg was analyzed by SDS-PAGE (12%) followed by Coomassie Blue
staining. The molecular mass markers (in kDa) are indicated. Panel B,
peptide N-glycanase F digestion of sFasL. 293 cells transiently trans-
fected with flag-tagged sFasL were grown for 72 h in serum-free me-
dium. Cell extracts (Cells, 2.5 3 105 cells/lane) and 20 3 concentrated
supernatant (S/N, 15 ml/lane) were treated with or without peptide
N-glycanase F (PNGase F) and analyzed by Western blotting using
anti-flag M2 antibodies. Panel C, the effect of tunicamycin on the
glycosylation and secretion of sFasL. Stably transfected 293 cells were
grown for 10 days in serum-free medium and in the presence of the
indicated concentrations of tunicamycin. Cells (2.5 3 105/lane) and
supernatants (20 ml) were analyzed by Western blotting using anti-flag
M2 antibodies.
FIG. 2. Molecular model of Fas-FasL interaction. Ribbon repre-
sentation of the Fas-FasL hexameric complex. The ligand monomers
are depicted in blue, while the receptor molecules are shown in light
green and disulfide bridges in yellow. The pink structures represent the
volume occupied by the nine N-linked glycans attached to Asn-184,
Asn-250, and Asn-260. N, Asn. A, top view of the complex; B, side view
of a simplified representation showing only subunit A of the Fas ligand
and its two bound receptor molecules. Transmembrane domains of Fas
and FasL would be at the top and at the bottom of the figure,
respectively.
FIG. 3. Sequence alignment of the COOH terminus of FasL a d
of the loop DE region of TNF family members. Panel A, carboxyl-
terminal sequence of human and murine FasL showing the site of the
gld mutation (box). Numbering refers to the human F sL sequence.
Panel B, sequence alignment of various ligands around loop DE. The
conserved Tyr residue is boxed (position 218 in human FasL). Note that
this Tyr residue is not conserved in CD27L, CD30L, and CD40L.
Fas-FasL Interaction 18829
 by guest, on July 24, 2012
www.jbc.org
Downloaded from 
was further refined by 200 cycles of energy minimization with
CHARMM (53). The three N-glycosylation sites are located t Asn-184,
Asn-250, and Asn-260 in the FasL model. A short branched N-linked
glyc structure (GlcnAcb1–4Mana1–6[M n 1–3]Manb1–4GlcNAcb1
–4GlcNAc) was extracted from Brookhaven Protein Data Bank entry
9API, and was linked to the respective asparagines using interactive
graphics.
RESULTS AND DISCUSSION
Glycosyl tio f sFa L—A plasmid encodi g the sig al pep-
tide of hemaglutinin, in frame with a flag epitope and the
COOH-terminal portion of the extracellular domain of human
Fas ligand (amino acids 139–281), was transfected into the
human embryonic kidney 293 cell line. Secreted sFasL was
affinity-purified using immobilized anti-flag antibodies. The
t eoretical molecular mass of the encoded recombinant protein
is 18.2 kDa. Purified sFasL migrated as a doublet on SDS-
PAGE with deduced molecular masses of 29 and 25.5 kDa (Fig.
1A). Take ogether with previous data (55), this heterogen i y
and the discrepancy between predicted and observed molecular
masses suggest that carbohydrates are present on the sFasL.
Indeed, FasL present in both cell extracts and cell superna-
tants could be digested with peptide N-glycanase F to a single
band with the predicted molecular mass of 18 kDa (Fig. 1B),
i various species of sFasL differed by their
e ree of - l cos l tion. This result was confirmed when cells
were treated with the N-glycosylation inhibitor tunicamycin; a
dose-dependent accumulation of cellular, unglycosylated 18-
kDa s asL was observed with concomitant loss of sFasL secre-
tion (Fig. 1C). A total of four evenly spaced bands of sFasL
could be detected, which probably correspond to the unglyco-
sylated, mono-, di-, and tri-N-glycosylated sFasL monomers.
Thus all three potential N-glycosylation sites of human FasL
(Asn-184, Asn-250, and Asn-260) appear to be used. Interest-
ingly, secreted sFasL is consistently found in its highly glyco-
sylated form, even at intermediate tunicamycin concentrations
where unglycosyl sFa L is by far th predominant cellular
species (Fig. 1C). This strongly suggests that N-linked oligo-
saccharides are required for efficient secretion of sFasL.
We next generated a molecular model of the FasL-Fas com-
plex (Fig. 2) using knowledge-based protein modeling methods
and the known tridimensional structures of lymphotoxin a
FIG. 1. Glycosylation of sFasL. Panel A, Coomassie Blue staining
of sFasL. The flag-tagged sFasL in conditioned supernatants of stably
transfected 293 cells was affinity-purified on anti-flag M2 agarose, and
1.5 mg was analyzed by SDS-PAGE (12%) followed by Coomassie Blue
staining. The molecular mass markers (in kDa) are indicated. Panel B,
peptide N-glycanase F digestion of sFasL. 293 cells transiently trans-
fected with flag-tagged sFasL were grown for 72 h in serum-free me-
dium. Cell extracts (Cells, 2.5 3 105 cells/lane) and 20 3 concentrated
supernatant (S/N, 15 ml/lane) were treated with or without peptide
N-glycanase F (PNGase F) and analyzed by Western blotting using
anti-flag M2 an ibodies. Panel C, the effect of tu icamycin on the
glycosylation and secretion of sFasL. Stably transfected 293 cells were
grown for 10 days in serum-free medium and in the presence of the
indicated concentrations of tunicamycin. Cells (2.5 3 105/lane) and
supernatants (20 ml) were analyz d by Western blotting using anti-flag
M2 antibodies.
FIG. 2. Molecular model of Fas-FasL interaction. Ribbon repre-
sentation of the Fas-FasL hexameric complex. The ligand monomers
are depicted in blue, while the receptor molecules are shown in light
gre n and disulfide bridg s in yellow. The pink structures represent t e
volume occ pied by the nin N-linked glycans attached to As -184,
Asn-250, and Asn-260. N, Asn. A, top view of the complex; B, side view
of a simplified representation showing only subunit A of the Fas ligand
and i s two bound r ceptor molecules. Transmembrane domains of Fas
and FasL would be at the top and at the bottom of the figure,
respectively.
FIG. 3. Sequence alignment of the COOH terminus of FasL and
of the loop DE region of TNF family members. Panel A, carboxyl-
terminal sequence of human and murine FasL showing the site of the
gld mutation (box). Numbering refers to the human FasL sequence.
Panel B, sequence alignment of various ligands around lo p DE. The
conserved Tyr residue is boxed (position 218 in human F sL). Note that
this Tyr residue is not conserved in CD27L, CD30L, and CD40L.
Fas-FasL Interaction 18829






  INTRODUCTION  
 51 
 
Finalement, l’affinité de FasL pour son récepteur Fas est forte avec une constante de 
dissociation (Kd) d’environ 70 nM selon la technique de Biacore (Starling et al., 1997). 
L’interaction Fas/FasL n’est pas spécifique d’espèce, le FasL humain qui possède 76% 
d’homologie avec le FasL murin est capable de déclencher un signal apoptotique après 





Pour induire un signal de mort, le FasL membranaire se relocalise dans les 
microdomaines lipidiques et induit ainsi la formation de complexes de récepteur Fas sur la 
cellule cible. Ces complexes Fas nommés SPOTS sont rapidement visibles en microscopie à 
fluorescence après stimulation du récepteur (Figure 18 panel A et B) (Scott et al., 2009). 
 
Le FasL induit également une modification de la conformation de la région  
intracellulaire du récepteur Fas et plus particulièrement au niveau des hélices 5 et 6 du DD. 
En effet, l’hélice 6 se déplace et fusionne avec l’hélice 5 pour s’associer avec la protéine 
adaptatrice cytosolique FADD (Fas-Associated with Death Domain). Cette interaction est 
homophilique (DD-DD), puisque la molécule FADD possède un domaine homologue au DD 
(Figure 18 panel C) (Boldin et al., 1995; Jeong et al., 1999). L’interaction entre le DD et 
FADD ouvre l’accessibilité au domaine de type DED (Death Effector Domain) présent sur la 
protéine FADD. Ce domaine permet la liaison des procaspases-8 et -10 par une seconde 
interaction homophilique de type DED-DED. Finalement, l’association des 3 
partenaires Fas/FADD/caspases-8 ou -10 forme le complexe DISC (Death Inducing 
signalling complex) pour engager l’apoptose des cellules (Kischkel et al., 1995, 2001; Lavrik 































Figure 18: Formation de SPOTS de récepteurs Fas et du complexe DISC 
Panel A: Formation de SPOTS du récepteur Fas. Image de microscopie confocale de 
cellules Hela exprimant la molécule de fusion Fas couplée à la YFP (Yellow Fluorescent 
Protein) et mises au contact de cellules HEK exprimant la molécule de fusion FasL 
membranaire couplée à la CFP (Cyan Fluorescent Protein). La flèche indique la 
colocalisation de Fas et de FasL (Henkler et al., 2005) ; Panel B: Schéma représentant la 
formation du complexe DISC après interaction entre Fas et FasL membranaire ; Panel C : 
Changement de conformation du récepteur Fas après interaction avec son ligand [image 
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Plusieurs études rapportent deux différences majeures quant aux mécanismes 
d’activation du récepteur Fas par les agonistes artificiels (anticorps, chimères dérivées de 
sFasL) par rapport à une activation par le FasL membranaire. En effet, ces agonistes artificiels 
forment le complexe DISC dans un premier temps, puis oligomérisent le récepteur Fas sous 
forme de SPOTS (Henkler et al., 2005). La seconde différence concerne l’internalisation du 
récepteur Fas. Ce mécanisme semble nécessaire pour induire l’activation de la voie 
apoptotique par des agonistes solubles, alors qu’il n’intervient pas avec le ligand membranaire 
tant que le ligand et le récepteur interagissent (Algeciras-Schimnich et al., 2003). En raison de 
ces différences, il est donc probable que la cascade de signalisation induite après ces étapes 
initiales diffère selon le stimulus utilisé. 
 
b) Les)cellules)de)type)I)et)de)type)II)
Suite à la stimulation du récepteur Fas, 2 voies de signalisation apoptotique 
partiellement chevauchantes ont été identifiées (Scaffidi et al., 1998). On différencie ainsi les 
cellules de type I et les cellules de type II en fonction de la quantité de caspase-8 activée au 
sein du complexe DISC (Figure 19).  
 
Les cellules dites de type I sont caractérisées par la formation efficace de complexes 
DISC, générant ainsi une quantité importante de caspase-8 active dans le cytoplasme. En 
quantité suffisante, la caspase-8 peut activer directement les caspases effectrices qui sont 
responsables de la destruction de la cellule. A l’inverse, les cellules de type II forment de 
manière beaucoup moins efficace  le complexe DISC en agrégeant peu de FADD et de pro-
caspase 8. Dans ce cas, l’induction du signal apoptotique nécessite une voie intermédiaire 
d’amplification impliquant la mitochondrie (Scaffidi et al., 1998). La faible quantité de 
caspase-8 activée permettra le clivage de la protéine Bid (BH3 Interacting domain Death 
agonist) en tBid (Bid tronqué) (Li et al., 1998). Bid est une protéine de la famille Bcl-2, sa 
structure et son mode d’action seront décrits dans le paragraphe suivant. La protéine tBid se 
relocalise sur la membrane externe mitochondriale et permet ainsi la libération de facteurs 
pro-apoptotiques et l’activation de caspases initiatrices puis effectrices (Kischkel et al., 1995; 
Luo et al., 1998). Cette étape de la signalisation dite post-mitochondriale est cependant 
controversée, notamment en ce qui concerne l’implication de la caspase-9 (Shawgo et al., 
2009). Cependant, les modèles cellulaires utilisés pour ces travaux sont différents et les 
expériences décrites sont réalisées dans des conditions non physiologiques par inhibition ou 
surexpression de l’expression de la protéine d’intérêt.  



























Cette dichotomie type I/type II a donc été introduite pour différencier les cellules dont 
le signal apoptotique Fas est dépendant ou non de la voie d’amplification mitochondriale. La 
voie apoptotique induite dépend finalement de plusieurs paramètres : de la force du signal 
induit (Schüngel et al., 2009), de la balance d’expression entre les protéines pro- et anti-
apoptotiques (Brumatti et al., 2008; Jost et al., 2009) et du contexte extracellulaire (Walter et 
al., 2010). De plus, dans les cellules de type I, le récepteur Fas se retrouve concentré dans les 
microdomaines, alors qu’il en est exclu dans les cellules de type II, ce qui peut expliquer 
l’efficacité de l’activation du complexe DISC (Legembre et al., 2005; Legembre et al., 2006; 
Muppidi & Siegel, 2004).  
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Dans un contexte in vitro, la sensibilité aux agonistes du récepteur Fas est différente 
entre les cellules de type I et de type II. Par exemple, une forme polymérique de sFasL (S2 
FasL) tue spécifiquement les cellules de type II alors que les cellules de type I sont résistantes 
à ce stimulus (Algeciras-Schimnich et al., 2003). Ce sFasL recombinant a permis de 
caractériser de manière extensive 58 types de cellules humaines tumorales (cellules NCI60 ; 
http://dtp.nci.nih.gov). Les cellules présentant des marqueurs épithéliaux se comportent 
comme des cellules de type II, alors que celles exprimant des marqueurs mésenchymateux 
sont de type I. Cette étude suppose donc une régulation du signal Fas lors de la transition 
épithélio-mésenchymateuse (EMT), c’est à dire lors de la transition d’une cellule de type II 
(épithéloïdes) vers un type I (mésenchymateux).    
Dans un contexte physiologique, les thymocytes et les lymphocytes périphériques 
primaires sont considérés comme des cellules de type I (Jost et al., 2009), alors que les 
hépatocytes primaires ont été identifiés comme des cellules de type II (Rodriguez et al., 1996; 
Yin et al., 1999). Cette distinction est probablement trop schématique car l’étude de Walter et 
al., laisse penser que les hépatocytes ne sont pas strictement des cellules de type II. En effet, 
en fonction du micro-environnement, les hepatocytes primaires peuvent stimuler la voie de 
signal de type I (Walter et al., 2008). Bien que largement documenté, cette dichotomie type 
I/type II fait l’objet de controverses, elle reste pour l’instant très théorique puisque son rôle 
physiologique et pathologique n’est pas encore compris (Roy & Nicholson, 2000). De plus, il 





Le déclenchement de la voie mitochondriale de l’apoptose est finement régulé par les 
protéines de la famille Bcl-2, une groupe de protéines relativement conservées entre les 
espèces (Esposti, 2002). Elles sont classées en 3 catégories selon leur activité pro-apoptotique 
ou anti-apoptotique et partagent des domaines communs appelés BH domain (pour Bcl-2 
Homology Domain) (Figure 20). Nous verrons que ces protéines régulent chaque étape de la 
cascade apoptotique mitochondriale tant pour l’activation que pour l’inhibition du signal 


























Figure 20 : Structure et fonction des protéines appartenant à la famille Bcl-2.  
Figure issue de (Tait & Green, 2010) ; Panel A : Organisation des protéines. Elles possèdent 
la région d’homologie BH (BH1, BH2 ou BH3) et un domaine transmembranaire TM qui 
permet l’insertion à la membrane mitochondriale ou du réticulum endoplasmique. Certaines 
d’entre-elles sans domaine TM, sont cytosoliques. La liste présentée n’est pas exhaustive ; 
Panel B : Modèle d’activation direct ou indirect des protéines Bak et Bax par les protéines 





Indépendamment de l’activation par les récepteurs de morts, la voie mitotchondriale 
de l’apoptose peut être engagée par une grande variété de signaux de stress : les lésions de 
l’ADN, la privation en facteur de croissance, l’hypoxie, l’accumulation de protéines mal 
conformées… Les hormones peuvent aussi déclencher cette voie au cours du développement 
embryonnaire.  
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a  Anti-apoptotic BCL-2 proteins
b  Indirect activator model
Patch clamping
An electrophysiological 
technique used for measuring 
ion ch nnel activity over 
membranes. Typically, a small 
diameter (1μm) mi ropipette 
serves as the electrode and is 
applied to a small area of 
membrane (the ‘patch’), 
allowing the activity of one  
or a few ion channels to be 
measured.
Micelle
An aggregate (typically 
spherical) of varying size 
comprised of lipids. In aqueous 
environments, the hydrophobic 
lipid tails orientate to the 
centre of the micelle and the 
hydrophilic head groups are  
on the surface.
analysis of BAX-permeabilized liposomes revealed 
openings of varying size (25–100 nm) that appeared 
concurrently with permeabilization in a manner that 
was BCL-XL inhibitable49. The diameter of these open-
ings is consistent with the ability of BAX to induce the 
size-independent release of dextrans. Supporting a lipidic 
pore model, the edges of these BAX-induced pores are 
smooth and evoid of proteinaceous material. In contrast,
protein pores formed by the toxin pneumolysin, as ana-
lysed by cryo-E , are uniform in nature and decorated 
around the edges with toxin molecules50. However, similar 
pore-like structures have yet to be found on mitochondria 
during MOMP.
Post-MOMP regulation of IMS proteins
Although MOMP itself provides little specificity as to 
which IMS proteins are released, studies suggest that 
release of different IMS proteins can be selective. This may 
be through the regulation of IMS protein inter action with 
mitochondrial membranes or by mitochondrial inner 
membrane remodelling.
IMS protein membrane attachment. Apoptosis induc-
ing factor (AIF) is an IMS protein that is anchored on 
the mitochondrial inner membrane and displays much 
slower release kinetics than cytochrome c following 
MOMP31. This protracted release may be owing to the 
requirement for AIF cleavage post-MOMP by cytosolic 
proteases to liberate AIF from the mitochondrial inner 
membrane. One candidate protease is cytosolic calpain I, 
which can cleave AIF in vitro to promote its release from 
permeabilized mitochondria51.
Electrostatic interactions between cytochrome c and 
the mitochondrial lipid cardiolipin have been proposed 
to regulate its release52. However, it might be expected that 
the ionic strength of the cytosol should suffice to disrupt 
these interactions53.
Post-MOMP mitochondrial inner membrane remodelling. 
Other mechanisms may control IMS protein release fol-
lowing MOMP. Mitochondrial cristae are involutions 
of the mitochondrial inner membrane that greatly increase 
the mitochondrial surface area available for oxidative 
phosphorylation and ATP synthesis. Cristae are dynamic 
structures and their accessibility to the IMS is largely 
dictated through regulation of cristae junction size. As 
most cytochrome c resides in mitochondrial cristae, sev-
eral studies have addressed whether cristae remodelling 
provides an additional means of regulating cytochrome c 
release following MOMP. Various BH3-only proteins, 
including BID, BIM, BNIP3 (BCL-2 and adenovirus 
E1B 19 kDa protein-interacting protein 3) and BCL-2-
interacting killer (BIK) have been found to promote 
mitochondrial cristae remodelling54–57. Treatment of 
mitochondria in vitro with the BH3 protein tBID induced 
dramatic inner membrane remodelling, leading to inter-
connected cristae with widened junctions and cyto-
chrome c mobilization into the IMS55. Two IMS proteins, 
optic atrophy protein 1 (OPA1; a dynamin-like GTPase) 
and presenilins-associated rhomboid-like protein (PARL; 
a rhomboid protease) have been found to regulate cristae 
remodelling during apoptosis58,59. Following MOMP, dis-
assembly of OPA1 hetero-oligomers is required for the 
widening of cristae junctions, whereas PARL cleavage of 
OPA1 generates an OPA1 cleavage product that maintains 
tight cristae junctions that prevent cytochrome c release. 
Functionally, PARL loss renders cells more susceptible 
to apoptosis induced by intrinsic stimuli, whereas OPA1 
overexpression is protective58,59.
Although cristae remodelling requires activated BAX 
or BAK, it can occur in the absence of MOMP because 
pharmacological inhibitors of MOMP still allow remod-
elling to occur54. Remodelling was associated with the 
mobilization of cytochrome c to the IMS and, like pre vious 
studies, disassembly of OPA1 was required for remodel-
ling to occur. In this study, however, gross changes in 
mitochondrial morphology were not apparent. Instead, 
a subtle narrowing, rather than widening, of cristae junc-
tions occurred. Similarly, correlative light microscopy and 
EM of apoptotic cells revealed that gross alterations in 
mitochondrial structure were detected only after MOMP 
and caspase activation had occurred, arguing against a 
causal role for large mitochondrial structural changes 
Box 3 | Regulation of MOMP by the BCL-2 family
The B cell lymphoma 2 (BCL-2) family of proteins is divided into three groups based on 
their BCL-2 homology (BH) domain organization (see the figure, part a). Pro-apoptotic 
BCL-2 proteins can be sub-divided into effectors (the proteins that actually cause 
mitochondrial outer membrane permeabilization (MOMP)) or BH3 only (the proteins that 
relay the apoptotic signal to the effectors). Although BCL-2-related ovarian killer protein 
(BOK) displays similar domain architecture to BCL-2-associated X protein (BAX) and BCL-2 
antagonist or killer (BAK), there is little evidence that it is a functional effector. Two 
prominent models of BAX and BAK activation have been proposed, termed the indirect 
activator (or neutralization) and direct activator–derepressor models of activation150,151 
(see the figure, part b). The indirect activator model asserts that BAX and BAK are bound  
in a constitutively active state by anti-apoptotic BCL-2 proteins and that competitive 
interactions of BH3-only proteins with anti-apoptotic BCL-2 family members is sufficient 
to release activated BAX and BAK. In the direct activator–derepressor model, BAX and 
BAK are activated following interaction with a subset of BH3-only proteins known as direct 
activators, and anti-apoptotic BCL-2 proteins prevent MOMP either by sequestering the 
activating BH3-only proteins or by inhibiting activated BAX and BAK. A second subset  
of BH3-only proteins, termed sensitizers, cannot directly activate BAX and BAK but 
neutralize anti-apoptotic BCL-2 proteins. Definitive proof for either model has proved 
challenging; it is likely that aspects of both models are correct. BAD, BCL-2 antagonist of 
cell death; BID, BH3-interacting domain death agonist; BIK, BCL-2-interacting killer; BIM, 
BCL-2-interacting mediator of cell death; BMF, BCL-2-modifying factor; BNIP3, BCL-2 and 
adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3; HRK, harakiri; PUMA, p53 
upregulated modulator of apoptosis; TM, transmembrane.
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applied to a small area of 
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allowing the activity of one  
or a few ion channels to be 
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analysis of BAX-permeabilized liposomes revealed 
openings of varying size (25–100 nm) that appeared 
concurrently with permeabilization in a manner that 
was BCL-XL inhibitable49. The diameter of these open-
ings is consistent with the ability of BAX to induce the 
size-independent release of dextrans. Supporting  lipidic 
pore model, the edges of these BAX-induced pores are 
smooth and devoid of proteinaceous material. In contrast, 
protein p res formed by the toxin neu olysin, as ana-
lysed by cryo-EM, are uniform in nature and decorated 
around the edges with toxin molecules50. However, similar 
pore-like structures have yet to be found on mitochondria 
during MOMP.
Post-MOMP regulation of IMS proteins
Although MOMP itself provides little specificity as to 
which IMS proteins are released, studies suggest that 
release of different IMS proteins can be selective. This may 
be through the regulation of IMS protein inter action with 
mitochondrial membranes or by mitochondrial inner 
membrane remodelling.
IMS protein membrane attachment. Apoptosis induc-
ing factor (AIF) is an IMS protein that is anchored on 
the mitochondrial inner membrane and displays much 
slower release kinetics than cytochrome c following 
MOMP31. This protracted release may be owing to the 
requirement for AIF cleavage post-MOMP by cytosolic 
proteases to liberate AIF from the mitochondrial inner 
membrane. One candidate protease is cytosolic calpain I, 
which can cleave AIF in vitro to pro ote its release from 
permeabilized mitochondria51.
Electrostatic interactions between cytochrome c and 
the mitochondrial lipid cardiolipin have been proposed 
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of the mitochondrial inner membrane that greatly increase 
the mitochondrial surface area available for oxidative 
phosphorylation and ATP synthesis. Cristae are dynamic 
structures and their accessibility to the IMS is largely 
dictated through regulation of cristae junction size. As 
most cytochrome c resides in mitochondrial cristae, sev-
eral studies have addressed whether cristae remodelling 
provides an additional means of regulating cytochrome c 
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Functionally, PARL loss renders cells more suscept ble 
to apopt sis induced by intrinsic stimuli, whereas OPA1 
overexpression is protective58,59.
Although cristae remodelling requires activated BAX 
or BAK, it can occur in the absence of MOMP because 
pharmacological inhibitors of MOMP still allow remod-
elling to occur54. Remodelling was associated with the 
mobilization of cytochrome c to the IMS and, like pre vious 
studies, disassembly of OPA1 was required for remodel-
li g to occur. In this study, h w v r, gros  cha ge in 
mitochondrial morphology were not apparent. Instead, 
a subtle narrowing, rather than widening, of cristae junc-
tions occurred. Similarly, correlative light microscopy and 
EM of apoptotic cells revealed that gross alterations in 
mitochondrial structure were detected only after MOMP 
and caspase activation had occurred, arguing against a 
causal role for large mitochondrial structural changes 
Box 3 | Regulation of MOMP by the BCL-2 family
The  cell lymphoma 2 (BCL-2) family of proteins is divided into thr e groups based on 
their BCL-2 homology (BH) domain organization (see the figure, part a). Pro-apoptotic 
BCL-2 proteins can be sub-divided into effectors (the proteins that actually cause 
mitochondrial outer membrane permeabilization (MOMP)) or BH3 only (the proteins that 
relay th  popto ic signal to the effectors). Although BCL-2-related ovarian kille  protein 
(BOK) displays similar domain architecture to BCL-2-associated X protein (BAX) and BCL-2 
antagonist or killer (BAK), there is little evidence that it is a functional effector. Two 
prominent models of BAX and BAK activation have been proposed, termed the indirect 
activator (or neutralization) and direct activator–derepressor models of activation150,151 
(see the figure, part b). The indirect ctivator model asserts that BAX and BAK are bound  
in a constitutively active state by anti-apoptotic BCL-2 proteins and that competitive 
interactions of BH3-only proteins with anti-apoptotic BCL-2 family members is sufficient 
to release activated BAX and BAK. In the direct activator–derepressor model, BAX and 
BAK are activated following interaction with a subset of BH3-only proteins known as direct 
activators, and anti-apoptotic BCL-2 proteins prevent MOMP either by sequestering the 
activating BH3-only proteins or by inhibiting activated BAX and BAK. A second subset  
of BH3-only proteins, termed sensitizers, cannot directly activate BAX and BAK but 
neutralize anti-apoptotic BCL-2 proteins. Definitive proof for either model has proved 
challenging; it is likely that aspects of both models are correct. BAD, BCL-2 antagonist of 
cell death; BID, BH3-interacting domain death agonist; BIK, BCL-2-interacting killer; BIM, 
BCL-2-interacting mediator of cell death; BMF, BCL-2-modifying factor; BNIP3, BCL-2 and 
adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3; HRK, harakiri; PUMA, p53 
upr gulated modulator of apoptosis; TM, transmembrane.
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A connection between the 
mitochondrial cristae and  
the mitochondrial IMS. The 
diameter of cristae junctions 
can be altered, thereby 
regulating the accessibility  
of mitochondrial cristae to  
the IMS.
Nitrosylation
A post-translational protein 
modification involving the 
addition of a nitrosyl group  
to the Cys residue of a target 
protein, potentially altering 
target protein function.
in promoting IMS protein release60. Given that even in a 
closed conformation cristae junction width should easily 
accommodate cytochrome c exit, it is unlikely that altera-
tions in cristae width per se regulate cytochrome c release. 
One study has found that cytochrome c resides either in 
the IMS or in the mitochondrial cristae and these pools 
do not readily interchange61. By contrast, e basal dif-
fusability of cytochrome c in mitochondria has recently 
been shown to account for its rapid and complete release 
on MOMP62. Some studies have found that partial release 
of cytochrome c is sufficient to drive apoptosis, al eit at 
slower kinetics, whereas others have found apoptosis is 
blocked under these conditions32–34,54,55. These contrast-
ing results may simply reflect varying thresholds for 
cytochrome c-induced caspase activatio  in different 
cell types63.
Post-MOMP regulation of caspase activity
In addition to inhibit on by XIAP, various m chanisms 
curtail caspase activity following MOMP. Under healthy 
conditions, these inhibitory mechanisms may exist to 
preserve cell viability should accidental MOMP occur 
in a limited number of mitochondr a, but they are over-
whelmed when MOMP occurs in most mitochondria, 
such as during apoptosis. Caspase activation following 
MOMP in a minority of mitochondria has been pro-
posed to initiate a M MP amplification loop through 
the executione  caspa e-mediated cleavage and activa-
tion of proteins such as BID and BCL-2 (REFS 64,65). Post-
MOMP regulation of caspase activity centres around the 
regulation of caspase 9 activity, either directly or indirectly, 
th oug  eff c s th t occur on cytochrome c-induced
APAF1 apopto some formation (FIG. 3).
Regulation of apoptosome assembly. Following mito-
chondrial release, cytochrome c pr motes APAF1 con-
formational changes, leading to APAF1 oligomerization 
an  assembly int  a heptameric, wheel-like structure 
(the apoptosome) that recruits pro-caspase 9, promoting 
its dimerization and activation. Apoptosome format on 
requires APAF1-mediated dATP binding66. Paradoxically, 
physiological levels of nucleotides inhibit apoptosis by 
directly binding cytochrome c, preventing APAF1–
cytochrome c interactions and apoptosome formation67. 
Along similar lines, transfer RNA (tRNA) binds cyto-
chrome c and inhibits apoptosome formation by blocking 
the interaction of cytochrome c with APAF1 (REF. 68).
The pro-apoptotic activity of cytochrome c may also 
be regulated by redox, whereby cytochrome c oxida-
tion promotes its pro-apoptotic activity and reduction 
inhibits it69,70. Mechanistically, the means by which the 
redox status affects the pro-apoptotic function of cyto-
chrome c is unknown and other studies have found 
that reduced cytochrome c is still proficient at activat-
ing caspa es in vitro71,72. The addition of a ae  moi ty 
to cytochrome c occurs in the mitochondrial IMS and 
is required for its abilit  to promote caspas  activity 
f llowing MOMP73. Interestingly, nitrosylation of the 
cytochrome c haem moiety occurs nder apoptotic 
conditions74. Modelling the effects of nitrative stress by 
disruption of the cytochrome c Met80–haem interaction 
promotes cytochrome c nuclear translocation in non-
apoptotic cells, leading to the upregulation of a protective 
stress respo se. This suggests that nitrosylation can 
impart novel non-apoptotic roles on cytochrome c75.
Normal intracellular levels of potassium also inhibit 
apoptosome assembly. This inhibition can be overcome 
by increased concentrations of cytochrome c, suggest-
ing that extensive MOMP, as seen during ap ptosis, 
is required for caspase activation and apoptosis76. 
Intracellular levels of Ca2+ have also been found to inhibit 
apoptosome a tivity by blocking nucleotide exchange 
on monomeric APAF1, thereby inhibiting apoptosome 
formation77. Various proteins, including heat shock 
proteins such as HSP70 and HSP90, have been shown 
t  n gatively influence apoptosome functi , either by 
inhibiting its formation or by preventing the recruitment 
of pro-caspase 9 (REFS 78–81).
Apoptosome activity can also be positively modu-
lat d, thereby enhancing caspase 9 activity. Putative 
HLADR-associated protein I (PHAPI; also known as 
pp32) stimulates apoptosome activity and caspase acti-
vation by preventing APAF1 aggregation and promoting 
nucleotide exchange on APAF1 (REFS 82,83). Reduced 
expression of PHAPI imparts apoptotic resistance to 
cells, enabling clonogenic survival that may be relevant 
during tumorigenesis84. Interestingly, APAF1 also has a 
non-apoptotic role in regulating DNA damage-induced 
cell cycle arrest, raising the possibility that modulators 
of APAF1 apoptotic function can also alter its cell cycle 
checkpoint functions85.
Figure 2 | BAX and BAK activation and pore formation. The binding of B cell 
lymphoma 2 (BCL-2) homology 3 domain (BH3)-only proteins to BCL-2 ass ciated X 
protein (BAX) and BCL-2 antagonist or killer (BAK) leads to extensive conformational 
changes during their activation. The BH3 domain and hydrophobic cleft are exposed, 
allowing symmetrical BAX or BAK dimers to form through reciprocal BH3 domain–cleft 
interactions. During activation, a dimer–dimer interaction surface is also exposed, 
allowing higher-order oligomers to form. Higher-order oligomers promote mitochondrial 
outer membrane permeabilization (MOMP) by unclear means, perhaps through forming 
proteinaceous channels or by destabilizing lipid membranes and forming lipidic pores. 
IMS, intermembrane space.
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La protéine p53 
La protéine p53 joue un rôle essentiel en réponse à différents signaux de stress et 
notamment en réponse aux dommages causés à l’ADN, elle est ainsi généralement considérée 
comme la protéine « gardienne » du génome  (Müller et al., 1998a; Nelson & Kastan, 1994)). 
A la suite de ces lésions, le gène p53 est sur-exprimé et la protéine p53 est stabilisée par 
phosphorylation ou par d’autres modifications post-traductionnelles (Shieh et al., 1999; Unger 
et al., 1999). L’activation et la stabilisation de la protéine p53 entraînent l’arrêt du cycle 
cellulaire et l’entrée des cellules en apoptose par le déclenchement de la voie mitochondriale. 
En effet, la protéine p53 agit au niveau cytosolique en séquestrant les protéines anti-
apoptotiques appartenant à la famille Bcl-2 et s’accumule dans le noyau où elle joue son rôle 
de facteur de transcription en stimulant l’expression de nombreuses protéines pro-
apoptotiques, comme Fas (Müller et al., 1998b), PUMA (Miyashita & Reed, 1995) et Bid 
(Sax et al., 2002). p53 est donc dans ce contexte pro-apoptotique.  
 
Les protéines BH3-only 
Les protéines BH3-only Bim, PUMA et Bid sont considérées comme des activateurs 
directs de la voie apoptotique mitochondriale. Concernant les protéines Bim et PUMA,  
celles-ci sont activées par la protéine p53 mais elle peuvent également être activées 
directement en réponse à divers signaux de stress comme des toxines, un stress génotoxique 
ou par l’absence de facteurs de croissance, par exemple (Holz et al.,  2010; Yu & Zhang, 
2008). Pour la protéine Bid, comme décrit précédemment, elle est activée par la voie 
extrinsèque de l’apoptose dans les cellules de type II (paragraphe II.C.1), mais elle peut 
également être clivée par une grande variété de protéases telles que les cathepsines, les 
calpaines et le granzyme B (Chen et al., 2001; Cirman et al., 2004; Sutton et al., 2000). Une 
fois activée en t-Bid, celle-ci s’insère dans la membrane externe de la mitochondrie et expose 
son domaine BH3 pour s’associer avec les protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 et 
enfin engager la voie apoptotique mitochondriale. 
 
c) La)perméabilisation)de)la)membrane)externe)mitochondriale)
La voie intrinsèque de l’apoptose engage la perméabilisation de la membrane externe 
de la mitochondrie, c’est le processus de MOMP (Mitochondrial Outer Membrane 
Permeabilization) (Kroemer et al., 2007). Ce sont principalement les molécules pro-
apoptiques Bax et Bak qui sont à l’origine de ce phénomène (Wei et al., 2001). Leur activité 
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est cependant redondante puisque la présence d’une des 2 molécules est suffisante pour 
induire un développement normal de la souris (Lindsten et al., 2000).  
 
L’activation de Bak et Bax est régulée par les protéines de type BH3-Only (Eskes et 
al.,  2000; Luo et al., 1998;Wei et al., 2000). Dans la littérature, deux modèles hypothétiques 
d’activation sont proposés (Figure 20 panel B) :  
(1) le modèle d’activation directe : les protéines BH3-only activés lient les protéines Bax ou 
Bak via leurs domaines BH3 (Cartron et al., 2004). Cette interaction modifie la conformation 
de Bax et Bak qui s’insèrent et s’oligomérisent au niveau de la membrane mitochondriale 
externe.   
(2) le modèle indirecte ou de neutralisation : les protéines pro-apoptotiques Bax et Bak sont 
constitutivement liées à leurs homologues anti-apoptotiques (Bcl-XL, Bcl-2…). Dans ce 
modèle, les protéines BH3-only inhibent cette interaction en fixant les protéines anti-
apoptotiques. Une fois relarguées, les protéines Bax et Bak sont actives et s’oligomérisent au 
niveau de la membrane mitochondriale. 
Il est probable que les deux modèles sont valides, le mode d’activation dépendrait finalement 
du contexte cellulaire et du rapport entre la quantité de molécules pro- et anti-apoptotiques de 
la famille Bcl-2.   
 
L’oligomérisation de Bak et Bax au sein de la membrane externe forme une pore qui 
perméabilise la mitochondrie (Figure 20, panel C)(George et al., 2007; Gross et al., 1998). 
Ainsi, la plupart des protéines solubles présentes dans l’espace intermembranaire 
mitochondrial diffusent dans le cytosol, dont les protéines AIF, EndoG, SMAC/Diablo et le 
Cytochrome c qui initient deux voies de signalisation apoptotique: la voie dépendante et la 


























Figure 21: Mécanisme de l’apoptose intrinsèque. Figure issue de (Galluzzi et al., 2012) 
 
 
d) Les) conséquences) de) la) perméabilisation) membranaire)
(MOMP))
Voie d’activation de l’apoptose dépendante des caspases :  
Le Cytochrome c (Cyt c) est un acteur de la voie d’activation des caspases. De 
manière élégante, l’équipe de D. Green a démontré que la libération du Cyt c est très rapide (5 
min) et engage toute les mitochondries de la cellule (Goldstein et al., 2000). Certaines études 
démontrent que la MOMP ne suffirait pas à relarguer la totalité du Cyt c présent dans la 
mitochondrie, puisque environ 85% est séquestré dans les crêtes de la mitochondrie. Un 
relargage complet impliquerait donc l’ouverture et le remodelage de ces crêtes et ce serait un 
des rôles de la protéine t-Bid (Scorrano et al., 2002). Une fois relargué dans le cytosol, le Cyt 
c participe avec la molécule APAF-1, le desoxy-ATP et la pro-caspase 9 à la formation de 
l’apoptosome, un macro-complexe de 300 kDa (Shiozaki et al., 2003) (Figure 21). Pour 
constituer ce complexe, la procaspase-9 et Apaf-1 établissent des liaisons homophiliques via 
leurs domaines CARD (Caspase Recruitement Domain) (Zhou et al., 1999).  
D’autres protéines sont relarguées de l’espace intermembranaire de la mitochondrie, 
comme les protéines SMAC/Diablo et HTRA2/Omi. Ces molécules libérées dans le cytosol 
agissent comme régulateurs positifs de l’apoptose en inhibant les protéines de la famille des 
IAP (Inhibitor Apoptotic Protein) (paragraphe II.C.5). Cette inhibition s’effectue soit par 
Thus, in vitro, intrinsic apoptosis appears to entail a caspase-
dependent and a caspase-independent phase, whose relative
contribution to the execution of cell death might be estimated
by the extent of short-term (24–48h) cytoprotection conferred
by caspase inhibitors.
Definition of ‘Regulated Necrosis’
For a long time, necrosis has been considered as a merely
accidental cell death mechanism and was defined by the
absence of morphological traits of apoptosis or autophagy.8,82
Owing to the work of several laboratories,9–12,83 it is now clear
that necrosis can occur in a regulated manner, and that
necrotic cell death has a prominent role in multiple physiolo-
gical and pathological settings.23 Several triggers can induce
regulated necrosis, including alkylating DNA damage, ex-
citotoxins and the ligation of death receptors, at least under
selected circumstances.9,11,12,84,85 Indeed, when caspases
(and in particular caspase-8) are inhibited by genetic
manipulations (e.g., by gene knockout or RNA interference,
RNAi) or blocked by pharmacological agents (e.g., chemical
caspase inhibitors), RIP1 and its homolog RIP3 are not
degraded and rather engage in physical and functional
interactions that ultimately activate the execution of necrotic
cell death.9,11,12,23
Regulated necrosis can be further characterized with
regard to its dependence on specific signaling modules, and
should be named consequently. For instance, cases of
regulated necrosis that exhibit RIP1 activation (which can be
measured by enzymatic assays or by monitoring RIP1
phosphorylation on S161)11,86 and that can be suppressed
by RIP1 inhibitors including necrostatin-110,86,87 should be
labeled ‘RIP1-dependent regulated necrosis’. Of note, RIP3-
dependent, but RIP1-independent instances of regulated
necrosis have recently been identified,12,88 and these are
insensitive to necrostatins.
The term ‘necroptosis’ has recently been used as a
synonymof regulated necrosis, but it was originally introduced
to indicate a specific case or regulated necrosis, which is
ignited by TNFR1 ligation and can be inhibited by the RIP1-
targeting chemical necrostatin-1 (Table 1 and Figure 3).10 The
NCCD encourages scientists and authors of scientific pub-
lications to prefer the use of general versus specific
nomenclature (see below). However, ‘necroptosis’ can be
used to indicate RIP1- and/or RIP3-dependent regulated
necrosis, provided that this expression is explicitly defined at
its first appearance and used consistently thereafter.
Definition of ‘Autophagic Cell Death’
On the basis of morphological features, the term ‘autophagic
cell death’ has widely been used to indicate instances of cell
death that are accompanied by a massive cytoplasmic
vacuolization, which often (although not always) indicates
increased autophagic flux.5,8 Although originally this expres-
sion did not imply any functional consideration, scientists have
quickly adopted the term ‘autophagic cell death’ and used it to
imply that autophagy would actually execute the cell
demise.89 This applies to at least two very distinct settings.
First, autophagy has been shown to mediate physiological
cell death in vivo, during the developmental program of
D. melanogaster.90–92 Second, autophagy appears to be
responsible for the death of some cancer cells (especially
when they lack essential apoptotic modulators like BAX and
BAK or caspases)93,94 that respond to a selected panel of
chemotherapeutic agents in vitro.95,96 Nonetheless, in most
known cases, autophagy constitutes a cytoprotective
response activated by dying cells in the attempt to cope with
stress, and its inhibition accelerates, rather than prevents,
cell death.97
Several methods may be used to determine whether the
autophagic pathway is activated above baseline levels in the
context of the cellular demise. Discussing the advantages and
Figure 2 Intrinsic apoptosis. In response to multiple intracellular stress
conditions (e.g., DNA damage, cytosolic Ca2þ overload), pro-survival and pro-
death signals are generated and converge to a mitochondrion-centered control
mechanism. When lethal signals prevail, mitochondrial outer membrane
permeabilization (MOMP) occurs and leads to mitochondrial transmembrane
potential (Dcm) dissipation, arrest of mitochondrial ATP synthesis and Dcm-
dependent transport activities. Moreover, the respiratory chains gets uncoupled,
leading to reactive oxygen species (ROS) overgeneration, and proteins that are
normally confined within the mitochondrial intermembrane space (IMS) are released
into the cytosol. Among these, cytochrome c (CYTC) drives – together with the
cytoplasmic adaptor protein APAF1 and dATP – the assembly of the so-called
apoptosome, a multiprotein complex that triggers the caspase-9-caspase-3
proteolytic cascade. Direct IAP-binding protein with low pI (DIABLO, also known as
second mitochondria-derived activator of caspases, SMAC) and high temperature
requirement protein A2 (HTRA2) facilitate caspase activation by sequestering and/
or degrading several members of the inhibitor of apoptosis protein (IAP) family.
On the contrary, apoptosis-inducing factor (AIF) and endonuclease G (ENDOG)
function in a caspase-independent manner by relocating to the nucleus and
mediating large-scale DNA fragmentation. Of note, the serine protease HTRA2 also
contributes to caspase-independent apoptosis by cleaving a wide array of cellular
substrates (including cytoskeletal proteins). IM, mitochondrial inner membrane; OM,
mitochondrial outer membrane; PTPC, permeability transition pore complex
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séquestration soit par clivage protéolytique, elle permet de sensibiliser les cellules à 
l’apoptose dépendante des caspases (Chai et al., 2000; Yang et al., 2003). 
 
Voie d’activation de l’apoptose indépendante des caspases :  
Concernant l’apoptose intrinsèque indépendante des caspases, plusieurs acteurs 
protéiques entrent en jeu comme les protéines AIF et EndoG qui, après relocalisation 
nucléaire, fragmentent l’ADN (Büttner et al., 2007; Modjtahedi et al.,2006). Une étude 
récente démontre que la protéine EndoG interagirait directement avec l’histone H2B, la 
topoisomérase TOPO1a et probablement la protéine AIF, provoquant ainsi la déstabilisation 
du nucléosome et la dégradation de l’ADN génomique en larges fragments de 50 kb (Vařecha 
et al., 2012). 
L’absence de Cytc de l’espace inter-membranaire altère la fonction première de la 
mitochondrie, à savoir la synthèse d’énergie. En effet,  le Cyt c a un rôle clé dans chaîne 
respiratoire et plus particulièrement le transport des électrons. De plus, la perméabilisation de 
la mitochondrie entraîne la dissipation du gradient de protons (Δψm) bloquant de ce fait la 
synthèse de l’ATP. L’apoptose intrinsèque est finalement la résultante d’un mécanisme actif 
induit par les caspases mais également d’un mécanisme passif induit par une catastrophe bio-




L’apoptose intrinsèque comme l’apoptose extrinsèque sont orchestrées par une série 
de protéases spécifiques appelées les caspases. Le terme caspase provient de la contraction 
Cystéine-dependent ASPartate-specific proteASE. Ce sont des endopeptidases qui clivent 
spécifiquement des substrats protéiques à proximité d’un résidu aspartate (Alnemri et al., 
1996). Il existe différentes caspases classées en fonction de leur rôle au sein de la cellule : (1) 
les caspases pro-inflammatoires (caspases-1, -4, -5, -11)  ; (2) la caspase-14, impliquée dans 
la différenciation des kératinocytes ; (3) les caspases  pro-apoptotiques (caspases-2, -3, -6, -7, 
-8, -9, -10 et 12). Parmi les caspases pro-apoptotiques, on distingue les caspases initiatrices et 































Figure 22: Structure des caspases et leurs modes d’activation. 
Panel A : Structure des caspases initiatrices et effectrices ; Panel B : Mode d’activation des 
caspases. Figure issue de (Pop & Salvesen, 2009)  
 
 
Comme décrit précédemment, les caspases initiatrices initient l’apoptose extrinsèque 
(caspase-8 ou-10) ou intrinsèque (caspase-9) alors que les caspases effectrices (caspase-3, -6 
et -7) exécutent l’apoptose et sont responsables des dommages cellulaires. Toutes les caspases 
possèdent une structure largement conservée constituée de 3 régions : un pro-domaine dans la 
région amino-terminale, une petite sous-unité (10-14 kDa) et une grande sous-unité (17-21 
kDa), comme schématisé dans la Figure 22, panel B.  
A 
B 
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b) Activation)des)caspases)
Présentes constitutivement dans le cytosol, les caspases sont synthétisées sous forme 
inactive dite forme zymogène ou pro-caspase. L’activation des caspases implique le clivage 
protéolytique du pro-domaine ainsi qu’un clivage entre toutes les sous-unités de la protéine. 
Ce processus est propre à chacune des catégories des caspases (Figure 22 panel B).  
 
Les caspases initiatrices :  
Ces caspases se présentent sous forme monomérique (Boatright et al., 2003; Shiozaki 
et al., 2003). Elles sont activées lorsque 2 pro-caspases identiques se dimérisent avec l’aide 
d’une protéine adaptatrice : c’est le modèle de la dimérisation induite par proximité (Renatus 
et al., 2001; Shi, 2004; Wachmann et al., 2010). Les pro-domaines des caspases initiatrices 
renferment les domaines CARD ou DED responsables de la liaison homophilique avec les 
molécules adaptatrices (Kersse et al., 2011). La caspase-9 interagit avec Apaf-1 via le 
domaine CARD alors que les caspases-8 ou -10 lient FADD via le domaine DED. L’ensemble 
protéase + protéines adaptatrices forme des complexes macromoléculaires tel que le DISC ou 
l’Apoptosome (paragraphe II.C.1. et II.C.2.). Une fois dimérisées, ces caspases se clivent 
entre elles entre la petite et la grande sous-unité pour libérer le pro-domaine. Un second 
clivage est effectué en aval des acides aminés aspartate (Asp-X) présents entre chacun des 
domaines de la pro-caspase. Toutes les caspases initiatrices actives ainsi générées ont pour 
rôle d’activer les caspases effectrices -3 et -7.  
 
Les caspases effectrices :  
Elles se présentent sous forme dimérique et inactive, et sont activées après un clivage 
entre la grande et la petite sous-unité de chaque monomère (Boatright et al., 2003). Ce clivage 
stabilise les 2 monomères entre eux et forme 2 sites enzymatiques actifs. De façon identique 
aux caspases initiatrices, les caspases effectrices se clivent ensuite en  trans  pour éliminer 
leur pro-domaine. Les caspases effectrices -3 et -7 sont activées dans un premier temps, puis 
la caspase effectrice -6 entre en jeu. De plus il existe une boucle d’amplification positive, 
puisque les caspases effectrices activeront d’autres caspases initiatrices de la signalisation. Par 
exemple la caspase-8 peut être clivée par les caspases effectrices -3 et -6 (Sohn et al., 2005) 
Cette activation en cascade permet probablement à la cellule de mieux contrôler la régulation 
et l’amplification du signal apoptotique. 
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c) Mode)d’action)des)caspases)
L’interaction de la caspase avec son substrat protéique est un mécanisme très rapide 
qui nécessite une fixation directe du site actif sur le substrat. Le site actif ou le domaine 
catalytique de la caspase contient un résidu cystéine localisé au niveau de la grande sous-unité 
de la caspase. Dans le substrat protéique, la présence du résidu aspartate ne suffit pas à prédire 
l’existence d’un site de clivage, car les résidus environnants contribuent également à cette 
reconnaissance. Chaque caspase possède ainsi sa propre bibliothèque de substrats. A titre 
d’exemple, la caspase-3 clive préférentiellement les séquences contenant  les résidus 




Aujourd’hui, environ 800 substrats sont connus pour être clivés par les caspases 
effectrices. Ils sont référencés sur la base de données http://bioinf.gen.tcd.ie/cgi-
bin/casbah/casbah.pl (Lüthi & Martin, 2007). Le rôle des caspases effectrices est d’inactiver 
les voies protectrices et d’activer les molécules qui participent à la destruction de la cellule. 
Ce processus de dégradation est irréversible et se répercutent finalement sur l’aspect 














Figure 23: Effet  des caspases effectrices sur la destruction cellulaire.  Figure issue de  
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En phase précoce de l’apoptose, les cellules se contractent et, si elles sont adhérentes, 
se détachent de la matrice extracellulaire. Les caspases effectrices, principalement la caspase-
3, sont responsables de ce phénomène en déstabilisant les jonctions intercellulaires par le 
clivage de la cadhérine (Steinhusen et al., 2001) et des β et γ-caténines (Brancolini et al., 
1997). Les caspases dégradent aussi de nombreux constituants du cytosquelette et participent 
ainsi à la désorganisation de la structure cellulaire (Ndozangue-Touriguine et al., 2008). Ces 
substrats incluent les microfilaments d’actines et ses protéines associées comme la myosine 
ou la gelsoline, par exemple (Browne et al., 2000; Kothakota et al., 1997). Cette protéolyse 
des constituants du cytosquelette contribue à la rétractation de la cellule apoptotique et au 
phénomène de bourgeonnement ou « blebbing ». 
 La fragmentation de l’ADN est une autre caractéristique biochimique de l’apoptose 
(Wyllie, 1980). Dans ce cas, les caspases agissent indirectement en dégradant la protéine 
inhibitrice ICAD associée à CAD (Caspase Activated Dnase)(Sakahira et al., 1998). 
L’endonucléase CAD libérée clive l’ADN entre 2 nucléosomes consécutifs, produisant des 
fragments d’ADN dont la taille est un multiple de 180-200 paires de base (Gavrieli et al., 
1992).  Ce processus est typiquement accompagné par la condensation de la chromatine et la 
fragmentation nucléaire. Par exemple, la dégradation par les caspases des lamines A, B et C 
structurant le noyau, contribue à la fragmentation nucléaire (Rao et al., 1996).  
 La caspase-3 régule également l’externalisation des phosphatidylsérines en phase 
précoce de l’apoptose. Ces phospholipides normalement localisés sur la partie interne de la 
membrane plasmique seront exposés sur la membrane externe des cellules, ce phénomène est 
nommé « flip-flop » (Mandal et al., 2002). Il est facilement détectable en cytométrie en flux 
par l’Annexine-V couplée à un fluorochrome, puisque l’Annexine-V possède une forte 
affinité pour la phosphatidylsérine.  La phosphatidylsérine exprimée à la surface des cellules 
en apoptose facilite l’élimination des corps apoptotiques par phagocytose en interagissant 
avec des récepteurs présents à la surface des macrophages comme le récepteur CD36 (Leary 
et al., 2000; Taylor et al., 2008).  
 
4. Les(inhibiteurs(cellulaires(de(l’apoptose(
De multiples inhibiteurs de l’apoptose sont décrits dans la littérature. Ils régulent la 
cascade de caspases et modulent par conséquent la sensibilité des cellules à l’apoptose. Ces 
régulateurs peuvent être d’origine animale, virale mais aussi d’origine végétale (Thatte et al., 
2000). Je ne décrirais que les principaux inhibiteurs cellulaires que sont FAP-1, FLIP, les 
protéines Bcl-2 anti-apoptotiques, ainsi que IAP.  
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FAP-1 
La protéine FAP-1 (Fas Associated Phosphatase 1) (Sato et al., 1995) est une tyrosine 
phosphatase, qui exerce un effet régulateur en se fixant sur les 3 derniers aa carboxy-
terminaux du récepteur Fas (Yanagisawa et al., 1997). Cette association Fas/FAP-1 contrôle 
l’expression de surface du récepteur Fas par deux mécanismes distincts, soit en régulant la 
transcription du gène (Schickel et al., 2010), soit en régulant le transport des vésicules 
golgiennes contenant le récepteur Fas (Ungefroren et al., 2001). De plus, certains auteurs 
proposent que cette phosphatase aurait, en l’absence de FasL, un effet d’encombrement 
stérique qui empêcherait le DD de Fas de s’auto-agréger et de déclencher le signal de mort 
(Mundle & Raza, 2002).  
 
c-FLIP 
La protéine c-FLIP (cellular-FLice Inhibitory Protein) possède 2 régions DED homologues à 
celle de la caspase-8. Recrutée au niveau du DISC, c-FLIP forme un hétérocomplexe avec la 
protéine FADD et la pro-caspase-8. La protéine c-FLIP est dépourvue d’activité catalytique et 
agit ainsi comme régulateur négatif de l’apoptose en inhibant le clivage de la pro-caspase-8 
(Krueger et al., 2001; Scaffidi et al., 1999). La surexpression de cette protéine est largement 
retrouvée dans les cellules de type II et plus généralement dans les cellules tumorales pour 
désensibiliser les cellules à l’apoptose (Bénéteau et al., 2007).  
 
Molécules anti-apoptiques appartenant à la famille de Bcl-2  
Comme décrit dans le paragraphe I.B.2 , il est maintenant bien établi que les protéines de la 
famille Bcl-2  (Bcl-XL, Bcl-2, MCL-1..) inhibent la voie intrinsèque de l’apoptose et plus 
spécifiquement la perméabilisation de la mitochondrie. 
 
IAP 
Les protéines IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein) possèdent un ou plusieurs motifs Bir (pour 
Baculovirus IAP Repeat), qui ont été initialement découvert chez le Baculovirus (Crook et al., 
1993) (Fulda & Vucic, 2012). Dans cette famille, le membre le mieux décrit est la protéine 
XIAP (X-chromosome linked IAP), qui est la seule protéine capable d’inhiber directement les 
caspases. XIAP possède 3 domaines Bir (Bir1, Bir2 et Bir3) capable d’interagir 
spécifiquement avec le site actif des caspases-3, -7 et -9, inhibant ainsi leur catalyse spontanée 
(Shiozaki et al., 2003). Récemment, une étude a démontré que le taux d’expression de la 
protéine XIAP est corrélé avec la voie de signalisation apoptotique induite. Ainsi, les cellules 
de type II expriment fortement la protéine XIAP contrairement aux cellules de type I (Jost et 
al., 2009).  





Le terme de nécroptose a récemment été introduit comme synonyme de nécrose 
régulée. Ce processus est notamment initié par les récepteur de mort Fas, TNFR et TRAILR 
et requiert l’activité des protéines kinases RIPK1 et RIPK3 (Receptor-Interacting Protein 
Kinase) aussi connues sous le nom de RIP1 et RIP3. Après stimulation du récepteur Fas, les 
protéines RIP1/3 fixent la protéine FADD et déclenchent la mort des cellules 
indépendamment des caspases. Les substrats des protéines kinases RIP1/3 sont encore mal 
connus mais il possible qu’elles interagissent directement ou indirectement avec la 
mitochondrie pour stimuler la production de dérivés actif de l’oxygène (les ROS pour 
Reactive Oxygen Species) (Goossens et al., 1995) et inhiber la synthèse d’ATP [pour revue 
(Vandenabeele et al.,  2010)]. Finalement, l’activation de l’apoptose ou de la nécroptose par le 
récepteur Fas dépendrait probablement de la balance d’expression entre les protéines RIP, 
FADD, caspase-8 et la protéine anti-apoptotique c-FLIP (Peter, 2011).  
 
b) Les&autres&voies)non&cytotoxiques)
 Le récepteur Fas est également capable de déclencher des signaux non cytotoxiques 
dans certaines conditions en activant les voies de type PI3K (Phosphoinoside 3-kinase) et 
MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase), ainsi que la voie NF-κB (Nuclear Factor κB) 
(Lee et al., 2011).  
(1) Activation)des)voies)MAPK)et)PI3K)
Suite à la fixation du FasL membranaire, le récepteur Fas active les différentes voies 
MAPK de type ERK1/2 (Extracellular signal Regulated Kinase 1/2) et  p38. Après 
stimulation, p38 et ERK1 sont rapidement phosphorylées conduisant d’une part à l’inhibition 
de l’apoptose et d’autre part à la prolifération des cellules (Holmström et al., 2000; Shinohara 
et al., 2000). Après interaction avec le FasL soluble, le récepteur Fas stimule la voie de type 
PI3K/Akt pour favoriser la motilité des cellules pro-inflammatoires et des cellules 
cancéreuses (Chaigne-Delalande et al., 2011; Kleber et al., 2008). Cette activation est induite 
suite au recrutement au niveau du récepteur Fas de la protéine Yes qui appartient à la famille 
des Src kinases, ainsi que la sous-unité régulatrice de la PI3K, la p85. Ce complexe a 
récemment été renommé MISC (Mobility Induced Signalling Complex) (Chaigne-Delalande 
et al., 2011).  
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(2) Activation)de)la)voie)NF@κB)
Le facteur de transcription NF-κB représente un facteur clé pour la survie, la 
prolifération cellulaire ou encore l’inflammation. La protéine NF-κB est séquestrée dans le 
cytosol sous la forme d’un complexe avec un inhibiteur appelé I-κB. La phosphorylation de  
I- κB par le complexe kinase IKK entraîne son ubiquitinylation, puis sa dégradation par le 
protéasome, permettant ainsi la libération de NF-κB. Ce dernier est alors transloqué dans le 
noyau où il stimule la transcription de nombreux facteurs pro-inflammatoires (MMP-9, IL-8 
par exemple)(Lee et al., 2011), et de facteurs pro-tumoraux régulant la motilité et l’invasion 
des cellules tumorales [pour revue  (Peter et al., 2005)] .  
Les travaux de Lee et al., démontrent que l’internalisation du récepteur Fas module 
l’activation du signal apoptotique versus non apoptotiques (Lee et al., 2006). Le récepteur Fas 
muté sur le résidu Tyr291 (Y291F) n’est plus internalisable mais fixe toujours FADD. Après 
stimulation, les cellules exprimant ce récepteur Fas muté sont moins sensibles à l’apoptose 
mais les voies de signalisation non-apoptotiques NF-κB et Erk sont exacerbées dans ces 
cellules. Ainsi, en suivant le modèle du TNFR1, les auteurs supposent que les premières 
étapes qui suivent la fixation du FasL sur son récepteur conduisent aux voies non-
apoptotiques et que l’internalisation est nécessaire pour activer le signal apoptotique 
(Micheau & Tschopp, 2003). De plus, in vivo l’ensemble des signaux extracellulaires doivent 
probablement moduler la voie de signalisation induite par le récepteur Fas, comme le suggère 
l’étude de Desbarats  en 2000 (Desbarats & Newell, 2000)  
 
D. Les(anomalies(de(l’apoptose(
Les anomalies du signal apoptotique ou de la régulation de ce signal sont à l’origine 
de pathologies diverses. Un excès d’apoptose, par exemple, est observé dans les maladies 
neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer ou dans certaines pathologies infectieuses 
comme le Syndrome de l’Immunodéficience Acquise (SIDA). Dans ce dernier cas, un 
déclenchement intempestif de l’apoptose contribue à la déplétion en lymphocytes T et par 
conséquent au développement de maladies opportunistes (Boudet et al., 1996). 
A l’inverse, un déficit en apoptose est associé au cancer et à de multiples maladies 
autoimmunes. Les souris possédant un phénotype gld (generalized lymphoproliferative 
disorder) ou lpr (lymphoproliferation) souffrent d’une prolifération incontrôlée de 
lymphocytes auto-réactifs provoquant entre autres une lymphoadénopathie et une 
splénomégalie chroniques (Nagata & Suda, 1995). Ces souris possèdent des mutations de  
perte de fonction sur le gène FasL et Fas, respectivement (Ramsdell et al., 1994).Un 
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phénotype identique est observé chez l’homme, c’est un syndrome nommé Canale-Smith ou 
ALPS (Autoimmune LymphoProliferative Syndrome) (Canale, 1967). Il existe 4 sous-types de 
syndrome ALPS, avec des symptômes cliniques identiques, mais dont les mutations géniques 
diffèrent : (1) ALPS 0 et Ia, caractérisés par une mutation sur le gène Fas ; (2) ALPS ou Ib, 
caractérisé par une mutation sur le gène FasL, respectivement (Wu et al., 1996) ; (3) ALPS 
IIa et IIb, caractérisés par une mutation sur le gène de la caspase-10 ou -8, respectivement 
(Wang et al., 1999) ; (4) ALPS III (mutation inconnue: autres récepteurs ou ligands ?) 
(Madkaikar et al., 2011).  La majorité des patients ALPS possède une mutation héréditaire 
hétérozygote et autosomale au niveau du gène Fas, et les mutations somatiques du gène Fas 
constituent la seconde cause génétique de la maladie. Ces patients ALPS présentent, comme 
la souris, une expansion incontrôlée de population de lymphocytaires T αβ matures (CD3+ 
CD4- CD8-) alors que cette population est anecdotique dans le sang périphérique d’un 
individu sain. De plus, une hypergammaglobulinémie est observée et associée à la présence 
d’auto-anticorps anti-érythrocytes et anti-nucléaires, notamment. Les patients ALPS sont 
également fortement sujets à développer des lymphomes Hodgkinien et non-Hodgkinien, 




Les caractéristiques phénotypiques du syndrome ALPS permettent d’affirmer le rôle 
essentiel du système Fas/FasL dans l’homéostasie des lymphocytes B et T. En effet, lors de la 
sélection thymique, les lymphocytes T immatures réactifs vis-à-vis des antigènes du soi sont 
éliminés en engageant l’apoptose extrinsèque mais aussi intrinsèque (Sohn et al., 2007). De 
même, le système Fas/FasL est impliqué dans la sélection et l’élimination des lymphocytes B 
auto-réactifs pour prévenir des maladies auto-immunes (Lamoureux et al., 2007).  
L’interaction Fas/FasL a aussi un rôle essentiel dans l’élimination des lymphocytes T 
matures du sang périphérique. Les lymphocytes T naïfs non activés rencontrent l’antigène 
dans les organes lymphoïdes secondaires. Durant cette première phase d’activation, ils sont 
protégés de la mort par le récepteur Fas, grâce à la surexpression de molécules anti-
apoptotiques tel que c-FLIP (Kirchhoff et al., 2000) et Bcl-XL (Wang et al., 1999). Après 
prolifération et migration vers le tissus concerné, la restimulation des lymphocytes par 
l’antigène entraîne l’élimination des cellules cibles mais elle contribue également à 
l’élimination des lymphocytes T activés par un signal dépendant du système Fas/FasL (Wong 
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et al., 1997; Muppidi & Siegel, 2004). En effet, lors de cette seconde activation, le récepteur 
Fas est redistribué dans les microdomaines permettant le passage d’un phénotype de type II au 
type I ce qui sensibilise les lymphocytes T à l’apoptose Fas (Bénéteau et al., 2008; Pizon et 
al., 2011) Ainsi, l’expression de FasL à la surface du lymphocyte T induit l’apoptose des 
cellules T de manière autocrine ou paracrine. Ce phénomène de régulation périphérique est 
nommé AICD (Activation-Induced Cell Death) (Ju et al., 1995) mais il peut aussi être induit 
par d’autres mécanismes, dont la carence en facteurs de croissance. 
Durant l’activation du lymphocyte T, le FasL membranaire joue également le rôle de 
molécule co-stimulatrice du signal TCR. En effet, le recrutement de FasL dans les radeaux 
lipidiques et l’association de son domaine intracellulaire avec les molécules de type SH3 
stimulent l’activation des voies PI3K et MAPK ainsi que la production d’IFNγ par les 
lymphocytes (Sun et al., 2006; Sun et al., 2007b).  
 
2. Les(tissus(«((immunoprivilégiés(»(
En 1948, Peter Medawar, l’un des pionniers de la transplantation, introduit le terme 
d’« organe immunoprivilégié » pour illustrer l’observation que des greffes allogéniques de 
certains organes comme les testicules, le cerveau et la chambre antérieure de l’œil ne 
subissaient pas de rejet (Kaplan & Streilein, 1977). En effet, la réaction inflammatoire est 
limitée dans ces tissus. Un des mécanismes de protection est l’expression constitutive du FasL 
à la surface des cellules constituants ces tissus. Ainsi, les cellules immunitaires infiltrant ces 
sites sont rapidement éliminées par apoptose via l’interaction FasL/Fas (Griffith et al.,1995; 
Stuart et al., 1997). C’est pourquoi, chez l’homme, la compatibilité tissulaire entre donneur et 
receveur n’est pas indispensable pour la réussite d’une greffe de cornée. Cependant, le FasL 
n’est le seul acteur du « privilège immun », d’autres mécanismes de tolérance s’ajoutent avec, 
entre autres, la production de protéines anti-inflammatoires tel que la cytokine IL-10 
(Ferguson & Griffith, 2006). 
 
3. Rôle(dans(l’homéostasie(du(foie((
 L’expression constitutive du récepteur Fas est observée dans tous les types cellulaires 
du foie. Le récepteur Fas n’est que très peu exprimé à la surface des hépatocytes, la fraction 
majeure étant localisée dans le complexe golgien ou dans le réseau trans-golgien (Sodeman et 
al., 2000). Les hépatocytes sont cependant des cellules très sensibles à l’apoptose. Après un 
stress hépatique, les vésicules golgiennes contenant le Fas vont fusionner avec la membrane 
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plasmique, augmentant par conséquent la densité de Fas à la membrane (Sodeman et al., 
2000). L’expression de Fas semble jouer un rôle capital dans l’homéostasie du foie, puisque 
les souris déficientes pour Fas présentent une hyperplasie du foie (Adachi et al., 1995). 
L'expression de FasL membranaire est également finement régulée. Une surexpression de 
FasL à la surface des hépatocytes et des lymphocytes T résidents est observée dans les cas 
d’hépatites alcooliques entraînant de ce fait une dérégulation du système Fas/FasL (Galle et 
al., 1995). L’accumulation des corps apoptotiques prenant place est d’ailleurs associée avec 
l’état fibrotique de la maladie (Canbay, et al., 2004).  
 
4. L’inflammation((
  Un autre effet, moins décrit, est l’implication du FasL dans la réponse pro-
inflammatoire. Ce processus a été mis en évidence chez la souris dans un contexte de greffe 
d’îlots de Langerhans du pancréas exprimant ou non de manière ectopique le FasL à leur 
surface. En comparant avec un greffon n’exprimant pas FasL, le greffon FasL+ est 
rapidement rejeté et détruit en raison d’une infiltration massive de polynucléaires neutrophiles 
au sein du greffon (Kang et al.,  1997).  De nombreuses études ont depuis confirmé ces 
observations en corrélant l’expression de FasL avec les lésions inflammatoires observées 
(Krzyzowska et al., 2011; Lopez et al., 2009; Takeuchi et al., 1999). L’interaction Fas/FasL 
induirait ainsi l’expression de nombreuses protéines inflammatoires telles que IL-1β (Ma et 
al., 2004; Miwa et al., 1998), MC-P1 et IL-8 notamment induit par l’activation de la protéine 
NF-κB (Imamura et al., 2004). 
 
F. Les(fonctions(du(système(FasL(soluble/Fas((
Le sFasL trimérique est considéré comme un antagoniste du FasL membranaire capable 
d’inhiber le signal apoptotique. Cependant, quelques études rapportent un effet pro-
apoptotique de sFasL dans certaines conditions. Par exemple, certains auteurs démontrent que 
le sFasL est capable  de s’agréger au contact de la matrice extracellulaire et de stimuler ainsi 
l’apoptose des cellules environnantes (Aoki et al., 2001). D’autre part, un mécanisme 
d’oxydation au niveau région « tige » (aa 103-139) du sFasL serait suffisant pour agréger le 
sFasL trimérique et par conséquent pour induire un signal apoptotique (Herrero et al., 2011). 
Même si ces expériences ont été réalisées in vitro, on peut supposer que dans des conditions 
très particulières le sFasL serait capable in vivo de s’oligomériser par ces différents 
mécanismes et de restaurer ainsi une certaine capacité à activer l’apoptose.   
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Le premier rôle de sFasL, décrit dans la littérature, concerne la modulation de la 
réponse effectrice des lymphocytes T. Les lymphocytes T activés expriment à leur surface le 
FasL membranaire et la métalloprotéase ADAM-10, qui contrôle ainsi la génération de sFasL 
(Holbaum et al., 2000). Le sFasL est connu pour réguler l’activité cytotoxique du lymphocyte 
T en inhibant la fixation du  FasL membranaire sur le récepteur Fas des cellules cibles (Suda 
et al., 1997). Un second mécanisme de régulation de l’activité du lymphocyte est médié par le 
domaine ICD de FasL, généré après clivage intracellulaire du FasL membranaire par la 
protéase SPPL2A (paragraphe II.B.3) (Lettau et al., 2011). Une étude récente de Lückerath 
démontre que ce fragment ICD empêcherait la prolifération des lymphocytes B et T en 
inhibant les voies de type MEK/ERK (Lückerath et al., 2011).  
 
Récemment, la différence d’effet biologique entre le FasL membranaire et le FasL 
soluble a été caractérisé dans un contexte in vivo (O’ Reilly et al., 2009). Pour cela, les 
auteurs ont généré des souris génétiquement modifiées exprimant un FasL membranaire non 
clivable et réciproquement des souris déficientes pour le FasL membranaire mais 
surexprimant du sFasL. Les différentes analyses phénotypiques, moléculaires et cellulaires 
ont permis d’affirmer que seul le FasL membranaire induit un effet apoptotique en inhibant la 
lymphoprolifération et les maladies autoimmunes, alors qu’un excès de sFasL favorise la 
tumorigénèse et le développement de maladie autoimmune en stimulant des voies non-
apoptotiques. Le rôle non apoptotique du FasL est de plus en plus décrit dans la littérature et 
notamment, son rôle pro-inflammatoire. En effet, le sFasL possède un pouvoir chimio-
attracteur vis-à-vis des neutrophiles, des macrophages et des lymphocytes T (Dupont & 
Warrens, 2007; Letellier et al., 2010). Récemment, l’étude de Tauzin et al., propose que ce 
mécanisme de migration cellulaire serait dépendant de l’activation du complexe MISC et la 
voie de type PI3K (Tauzin et al., 2011) (paragraphe II.B.6). De plus, le taux de sFasL est 
significativement augmenté dans le sérum de patients atteints de diverses maladies 
inflammatoires, ces observations soulignent l’implication du sFasL dans l’activation d’une 




En 2011, Hanahan D. et Weinberg R.A. ont réactualisé la liste des caractéristiques 
d’une cellule cancéreuse, en prenant en compte la cellule elle même mais également sa 
capacité à interagir avec le micro-environnement (Hanahan & Weinberg, 2011). Deux 
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évènements majeurs provoquent la transformation progressive d’une cellule saine en cellule 













Figure 24 : Les caratéristiques des cellules tumorales : « Cancer Hallmark » 
Les encadrés correspondent aux phénomènes responsables de la transformation cellulaire. 
Figure adaptée de (Hanahan & Weinberg, 2011) 
 
 
 Sous l’effet de divers facteurs chimiques, biologiques, physiques, alimentaires et/ou 
héréditaires, plusieurs altérations aléatoires de l’ADN surviennent au cours du temps. 
L’accumulation de ces mutations confère à la cellule un avantage pour activer les proto-
oncogènes et inactiver les gènes suppresseurs de tumeurs. De plus, il est connu que les 
mécanismes épigénétiques (comme la méthylation ADN, la modification des histones…) 
modulent l’expression de ces gènes pour favoriser la tumorigénèse (Berdasco & Esteller, 
2010). L’état inflammatoire de la tumeur contribue aussi à la progression tumorale et à 
l’acquisition de ces caractéristiques. A titre d’exemple, le TNFα produit par les cellules 
inflammatoires provoque l’accumulation dans les cellules épithéliales voisines d’espèces 
réactives dérivées de l’oxygène (ROS pour Reactive Oxygen Species) qui stimulent 
l’instabilité génétique de la cellule et favorise ainsi sa transformation néoplasique 
(Grivennikov et al.,  2010). [Pour revue  (Balkwill et al., 2009)]. 
 
Hanahan et al., ont également décrits huit caractéristiques de la cellule cancéreuse qui 
apparaissent comme essentielles à sa survie, sa prolifération et sa dissémination métastastique 
(Hanahan & Weinberg, 2011). Une des caractéristiques acquises par la cellule cancéreuse et 
qui nous intéresse ici c’est la résistance à l’apoptose (Figure 24). Ce défaut de réponse à 
Yet other distinct attributes of cancer cells have been
proposed to be functionally important for the development of
cancer andmight therefore be added to the list of core hallmarks
(Negrini et al., 2010; Luo et al., 2009; Colotta et al., 2009). Two
such attributes are particularly compelling. The first involves
major reprogramming of cellular energy metabolism in order to
support continuous cell growth and proliferation, replacing the
metabolic program that operates in most normal tissues and
fuels the physiological operations of the associated cells. The
second involves active evasion by cancer cells from attack and
elimination by immune cells; this capability highlights the dichot-
omous roles of an immune system that both antagonizes and
enhances tumor development and progression. Both of these
capabilities may well prove to facilitate the development and
progression of many forms of human cancer and therefore can
be considered to be emerging hallmarks of cancer. These
enabling characteristics and emerging hallmarks, depicted in
Figure 3, are discussed individually below.
An Enabling Characteristic: Genome Instability
and Mutation
Acquisition of themultiple hallmarks enumerated above depends
in large part on a succession of alterations in the genomes of
neoplastic cells. Simply depicted, certain mutant genotypes
confer selective advantage on subclones of cells, enabling their
outgrowth and eventual dominance in a local tissue environment.
Accordingly, multistep tumor progression can be portrayed as
a succession of clonal expansions, each of which is triggered
by the chance acquisition of an enabling mutant genotype.
Because heritable phenotypes, e.g., inactivation of tumor
suppressor genes, can also be acquired through epigenetic
mechanisms such asDNAmethylation and histonemodifications
(Berdasco and Estelle , 2010; Esteller, 2007; Jones and Baylin,
2007), some clonal expansions may well be triggered by nonmu-
tational changes affecting the regulation of gene expression.
The extraordinary ability of genome maintenance systems to
detect and resolve defects in the DNA ensures that rates of
spontaneous mutation are usually very low during each cell
generation. In the course of acquiring the roster of mutant genes
needed to orchestrate tumorigenesis, cancer cells often
increase the rates of mutation (Negrini et al., 2010; Salk et al.,
2010). This mutability is achieved through increased sensitivity
to mutagenic agents, through a breakdown in one or several
components of the genomic maintenance machinery, or both.
In addition, the accumulation of mutations can be accelerated
by compromising the surveillance systems that normally monitor
genomic integrity and force genetically damaged cells into either
senescence or apoptosis (Jackson and Bartek, 2009; Kastan,
2008; Sigal and Rotter, 2000). The role of TP53 is central here,
leading to its being called the ‘‘guardian of the genome’’ (Lane,
1992).
A diverse array of defects affecting various components of the
DNA-maintenance machinery—often referred to as the ‘‘care-
takers’’ of the genome (Kinzler and Vogelstein, 1997)—have
been documente . The catalog of defects in these caretaker
genes includes those whose products are involved in (1) detect-
ing DNA damage and activating the repair machinery, (2) directly
repairing damaged DNA, and (3) inactivating or intercepting
mutagenic molecules before they have damaged the DNA
(Negrini et al., 2010; Ciccia and Elledge, 2010; Jackson and
Bartek, 2009; Kastan, 2008; Harper and Elledge, 2007; Friedberg
et al., 2006). From a genetic perspective, these caretaker genes
behavemuch like tumor suppressor genes, in that their functions
can be lost during the course of tumor progression, with such
losses being achieved either through inactivating mutations or
via epigenetic repression. Mutant copies of many of these care-
taker genes have been introduced into the mouse germline and
result, predictably, in increased cancer incidence, supporting
their potential involvement in human cancer development
(Barnes and Lindahl, 2004).
Figure 3. Emerging Hallmarks and Enabling
Characteristics
An increasing body of research suggests that two
additional hallmarks of cancer are involved in the
pathogenesis of some and perhaps all cancers.
One involves the capability to modify, or repro-
gram, cellular metabolism in order to most effec-
tively support neoplastic proliferation. The second
allows cancer cells to evade immunological
destruction, in particular by T and B lymphocytes,
macrophages, and natural killer cells. Because
neither capability is yet generalized and fully vali-
dated, they are labeled as emerging hallmarks.
Additionally, two consequential characteristics of
neoplasia facilitate acquisition of both core and
emerging hallmarks. Genomic instability and thus
mutability endow cancer cells with genetic alter-
ations that drive tumor progression. Inflammation
by innate immune cells designed to fight infections
and heal wounds can instead result in their inad-
vertent support of multiple hallmark capabilities,
thereby manifesting the now widely appreciated
tumor-promoting consequences of inflammatory
responses.
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number and thus maintenance of normal tissue architecture and
function. Cancer cells, by deregulating these signals, become
masters of their own destinies. The enabling signals are
conveyed in large part by growth factors that bind cell-surface
receptors, typically containing intracellular tyrosine kinase
domains. The latter proceed to emit signals via branched intra-
cellular signaling pathways that regulate progression through
the cell cycle as well as cell growth (that is, increases in cell
size); often these signals influence yet other cell-biological prop-
erties, such as cell survival and energy metabolism.
Remarkably, the precise identities and sources of the prolifer-
ative signals operating within normal tissues were poorly under-
stood a decade ago and in general remain so. Moreover, we still
know relatively little about the mechanisms controlling the
release of these mitogenic signals. In part, the understanding
of these mechanisms is complicated by the fact that the growth
factor signals controlling cell number and position within tissues
are thought to be transmitted in a temporally and spatially regu-
lated fashion from one cell to its neighbors; such paracrine
signaling is difficult to access experimentally. In addition, the
bioavailability of growth factors is regulated by sequestration in
the pericellular space and extracellular matrix, and by the actions
of a complex network of proteases, sulfatases, and possibly
other enzymes that liberate and activate them, apparently in
a highly specific and localized fashion.
The mitogenic signaling in cancer cells is, in contrast, better
understood (Lemmon and Schlessinger, 2010; Witsch et al.,
2010; Hynes and MacDonald, 2009; Perona, 2006). Cancer cells
can acquire the capability to sus ain proliferative signaling in
a number of alternative ways: They may produce growth factor
ligands themselves, to which they can respond via the expres-
sion of cognate receptors, resulting in autocrine proliferative
stimulation. Alternatively, cancer cells may send signals to stim-
ulate normal cells within the supporting tumor-associated
stroma, which reciprocate by supplying the cancer cells with
various growth factors (Cheng et al., 2008; Bhowmick et al.,
2004). Receptor signaling can also be deregulated by elevating
the levels of receptor proteins displayed at the cancer cell
Figure 1. The Hallmarks of Cancer
This illustration encompasses the six hallmark
capabilities originally proposed in our 2000 per-
spective. The past decade has witnessed
remarkable progress toward understanding the
mechanistic underpinnings of each hallmark.
surface, r ndering such cells hyperre-
sponsive to otherwise-limiting amounts
of growth factor ligand; the same
outcome can result from structural alter-
ations in the receptor molecules that
facilitate ligand-independent firing.
Growth factor independence may also
derive from the constitutive activation of
components of signaling pathways oper-
ating downstream of these receptors,
obviating the need to stimulate these
pathways by ligand-mediated receptor
activation. Given that a number of distinct downstream signaling
pathways radiate from a ligand-stimulated receptor, the activa-
tion of one or another of these downstream pathways, for
example, the one responding to the Ras signal transducer,
may only recapitulate a subset of the regulatory instructions
transmitted by an activated receptor.
Somatic Mutations Activate Additional Downstream
Pathways
High-throughput DNA sequencing analyses of cancer cell
genomes have revealed somatic mutations in certain human
tumors that predict constitutive activation of signaling circuits
sually triggered by activated growth factor receptors. Thus,
we now know that !40% of human melanomas contain
activating mutations affecting the structure of the B-Raf protein,
resulting in constitutive signaling through the Raf to mitogen-
activated protein (MAP)-kinase pathway (Davies and Samuels
2010). Similarly, mutations in the catalytic subunit of phosphoi-
nositide 3-kinase (PI3-kinase) isoforms are being detected in
an array of tumor types, which serve to hyperactivate the PI3-
kinase signaling circuitry, including its key Akt/PKB signal
transducer (Jiang and Liu, 2009; Yuan and Cantley, 2008). The
advantages to tumor cells of activating upstream (receptor)
versus downstream (transducer) signaling remain obscure, as
does the functional impact of crosstalk between the multiple
pathways radiating from growth factor receptors.
Disruptions of Negative-Feedback Mechanisms that
Attenuate Proliferative Signaling
Recent results have highlighted the importance of negative-
feedback loops that normally operate to dampen various types
of signaling and thereby ensure homeostatic regulation of the
flux of signals coursing through the intracellular circuitry (Wertz
and Dixit, 2010; Cabrita and Christofori, 2008; Amit et al.,
2007; Mosesson et al., 2008). Defects in these feedback mech-
anisms are capable of enhancing proliferative signaling. The
prototype of this type of regulation involves the Ras oncoprotein:
the oncogenic effects of Ras do not result from a hyperactivation
of its signaling powers; instead, the oncogenic mutations
affecting ras genes compromise Ras GTPase activity, which
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genomes have revealed somatic mutations in certain human
tumors that predict constitutive activation of signaling circuits
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we now know that !40% of human melanomas contain
activating mutations affecting the structure of the B-Raf protein,
resulting in constitutive signaling through the Raf to mitogen-
activated protein (MAP)-kinase pathway (Davies and Samuels
2010). Similarly, mutations in the catalytic subunit of phosphoi-
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of its signaling powers; instead, the oncogenic mutations
affecting ras genes compromise Ras GTPase activity, which
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number and thus maintenance of ormal tissue architecture nd
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under tood (Lemm n and Schlessinger, 2010; Witsch et al.,
2010; Hyne and MacDonald, 2009; Perona, 2006). Cancer cells
can acquire the capability to sustain proliferative signaling in
a number of alternative ways: They may produce gr wth factor
liga ds themselves, to which th y can respond via the xpre -
sion of cognate receptors, r sulting in autocrine proliferative
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2004). Receptor sign ling can also be deregulated by elevating
the levels of receptor proteins displayed at the cancer cell
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ations in the receptor molecules that
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Growth factor independence may also
derive from the constitutive activation of
c mponents of signaling pathways oper-
ating downstream of these receptors,
obviati g the need to stimulate these
pathways by ligand-mediated receptor
activation. Given that a number of distinct downstream signaling
pathways radiate from a ligand-stimulated receptor, the activa-
tion of one or another of these downstream pathways, for
xample, the one responding to the Ras signal transducer,
may only rec pitulate a subset of the regulatory instructions
transmitted by a activated receptor.
So atic Mutations A tivate Additional Downstream
Pathways
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transducer (Jiang and Liu, 2009; Yuan and Cantley, 2008). The
adv ntag to tumor cells of activating upstream (receptor)
versus downstream (transduc r) signaling remain obscure, as
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pathways radiating from growth factor receptors.
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the oncogenic effects of Ras do not result from a hyperactivation
of its signaling powers; instead, the oncogenic mutations
affecting ras genes compromise Ras GTPase activity, which
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we now know that !40% of human melanomas contain
activating mutations affecting the structure of the B-Raf protein,
resulting in constitutive signaling through the Raf to mitogen-
activated protein (MAP)-kinase pathway (Davies and Samuels
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does the functional impact of crosstalk between the multiple
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Disruptions of Negative-Fe dback Mechanisms that
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Recent results have highlighted the importance of negative-
feedback loops that normally operate to dampen various types
of signaling and thereby ensure homeostatic regulation of the
flux of signals coursing through the intracellular circuitry (Wertz
and Dixit, 2010; Cabrita and Christofori, 2008; Amit et al.,
2007; Mosesson et al., 2008). Defects in these feedback mech-
anisms are capable of enhancing proliferative signaling. The
prototype of this type of regulation involves the Ras oncoprotein:
the oncogenic effects of Ras do not result from a hyperactivation
of its signaling powers; instead, the oncogenic mutations
affecting ras genes compromise Ras GTPase activity, which
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l’apoptose permet aux cellules malignes d’échapper à la surveillance immunitaire anti-
tumorale, mais est aussi responsable de la résistance aux traitements anti-cancéreux actuels. 
(
2. La(résistance(à(l’apoptose(
Pour résister à l’apoptose, la cellule cancéreuse module l’expression de nombreuses 
protéines du signal apoptotique. Ces mécanismes sont représentés sur la Figure 25. En réalité, 
le profil d’expression des protéines intracellulaires est très hétérogène entre les cellules 
tumorales issues de la même tumeur, c’est à dire qu’au sein d’une seule tumeur plusieurs 
























Figure 25: Mécanismes d’échappement à l’apoptose induit par les cellules tumorales. 
Les publications sont données à titre d’exemple mais chaque mécanisme d’échappement a 
été mis en évidence dans divers types de tumeurs.  
1- compétition avec la forme soluble FasL  
par clivage protéolytique du FasL membranaire  
2- compétition avec la forme soluble Fas générée par 
épissage alternatif (Inaba et al., 1999) ou par clivage 
protéolytique (Strand et al., 2004) 
3- Expression d’un récepteur Fas non fonctionnel 
dut à une mutation (Wu et al.,  2011) ou polymorphisme 
(Villa-Morales et al., 2010)  
4- Diminution de l’expression du Fas membranaire 
par régulation du trafficking (Ivanov et al., 2003) et 
régulation de la transcription du gène (Jones et al., 2010) 
5- Inhibition dans la formation du DISC 
 avec la diminution de l’expression de FADD (Tourneur 
et al., 2003) ou de la caspase-8 (Hopkins-donaldson et 
al., 2000) 
6- Augmentation de l’expression de protéines 
inhibitrices de l’apoptose comme FLIP (Irmler et al., 
1997),  la protéine XIAP (Huerta et al., 2007) et les 
protéines anti-apoptotiques BCl-2 (Derenne, 2002) 
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Un des mécanismes d’échappement connus concerne le clivage du FasL membranaire. 
En effet, les cellules cancéreuses régulent l’expression de la métalloprotéase ADAM-10 pour 
cliver le FasL membranaire et générer ainsi du sFasL non cytotoxique (Liu & Chang, 2011; 
Villa-Morales et al., 2010). Les travaux récents de l’équipe du Dr Legembre montrent que la 
production de sFasL confère un second avantage aux cellules épithéliales du cancer du sein. 
Cette étude propose que le sFasL favorise la capacité des cellules à métastaser en stimulant la 
formation du complexe MISC et l’activation de la voie PI3K après activation du récepteur Fas 
(données non publiées Dr P. Legembre). 
 
Un autre mécanisme d’échappement concerne la mutation du gène Fas. Comme nous 
l’avons évoqué auparavant, les patients atteints d’ALPS Ia ont un risque accru de développer 
des lymphomes. Des mutations germinales du gène Fas ont été mises en évidence chez les 
patients atteints de pathologie malignes d’origine hématopoïétique, notamment dans des 
lymphomes B et T (Beltinger et al., 1998; Tamiya et al., 1998). De plus, des mutations 
somatiques dans ce gène sont retrouvés dans de nombreux types de cancers comme le cancer 
du poumon (Lee et al., 1999), de la prostate (Takayama et al; 2001), des cancers gastriques 
(Park et al., 2001), des lymphomes (Takakuwa et al., 2001) et des mélanomes (Shin et al., 
1999). Considérant ces observations phénotypiques, le gène Fas peut-être considéré comme 
un gène suppresseur de tumeur. Ainsi, les cellules tumorales mutent ce gène pour favoriser la 
progression néoplasique. La majorité des mutations sont hétérozygotes et concernent soit 
l’exon 8 soit une partie de  l’exon 9 codant pour le DD du récepteur. Une mutation même 
hétérozygote sur ce domaine semble suffisante pour bloquer le signal apoptotique. Au 
contraire, l’activation des voies NF-κB et MAPK par le récepteur Fas requiert seulement un 
allèle du gène codant pour le récepteur Fas (Legembre et al., 2004; Peter et al.,  2005). Dans 
ce contexte, la mutation hétérozygote du gène Fas résulterait d’une conversion de l’effet 
apoptotique en effet pro-tumoral du récepteur Fas.    
 
De manière générale, ce défaut de réponse à l’apoptose permet aussi aux cellules 
malignes d’échapper à la surveillance immunitaire anti-tumorale. Un second mécanisme mis 
en place par les cellules tumorales pour inhiber la réponse immunitaire, c’est le mécanisme de 
la contre-attaque via Fas (ou « Fas counterattack »), décrit dans le paragraphe suivant.  
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3. Le(mécanisme(«(Fas(counterattack(»((
Certaines cellules tumorales utilisent à leur avantage le système Fas/FasL en 
surexprimant à leur surface le FasL membranaire. Sur le même modèle que les tissus 
immunoprivilégiés, l’expression de FasL permet ainsi d’éliminer les cellules inflammatoires 
infiltrées au sein de la tumeur pour échapper au contrôle par le système immunitaire (Hahne 
et al., 1996). Les cellules tumorales étant résistantes à l’apoptose, seuls les lymphocytes 
infiltrés seront affectés. In vivo, la forte expression du FasL par les cellules tumorales est 
corrélée avec une diminution de la quantité de lymphocytes T infiltrant la tumeur (Houston et 
al., 2008). Ce mécanisme favorise ainsi la progression tumorale (Ryan et al., 2006).  
 
 
III. L’utilisation( du( système( apoptotique( FasL/Fas( dans( le( traitement( du(
cancer((
 
Pour sensibiliser les cellules cancéreuses à l’apoptose, de nombreuses stratégies 
ciblant les voies apoptotiques ont été tentées, d’abord in vitro puis in vivo. Certaines d’entre 
elles semblent très prometteuses et font actuellement l’objet d’essais cliniques. Dans ce 
chapitre, nous aborderons les différentes stratégies anti-cancéreuses utilisant le système 
Fas/FasL décrites dans la littérature.  
 
  Actuellement, les tumeurs solides primaires sont traitées par chirurgie (exérèse de la 
tumeur) à laquelle est associée une combinaison de chimiothérapies, de radiothérapies et/ou 
d’hormonothérapies. Ces traitements sont définis en fonction du type, de la taille de la tumeur 
et de son état métastatique. La radiothérapie et la chimiothérapie engendrent des dommages 
irréparables de l’ADN qui stoppent la prolifération anarchique des cellules tumorales et 
induisent de ce fait la mort cellulaire. Le Dr John Burchenal fut l’un des pionniers dans 
l’utilisation de la chimiothérapie anti-cancéreuse, alors qu’à l’époque les mécanismes du 
cancer étaient peu connus. En 1956, il a traité un enfant atteint d’une leucémie agressive par 
chimiothérapie. Ce traitement a permis la rémission de la maladie (Burchenal et al., 1956). 
C’est par la suite que le concept de chimiothérapie anti-cancéreuse s’est largement développé 
et complexifié. De manière générale, les chimiothérapies classiques actuelles exercent un 
effet anti-tumoral en stimulant entre autres, les voies intrinsèque et extrinsèque de l’apoptose 
(Fulda et al., 2004; Hannun, 1997). En effet, la plupart des chimiothérapies conventionnelles 
utilisant des agents comme l’etoposide, la doxorubicine, le cisplatine et le 5-fluorouracile (5-
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FU) activent la voie apoptotique mitochondriale en stimulant l’expression de la protéine p53 
ou des protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2. Aussi le taux d’expression de ces 
protéines est-il étroitement corrélé à la résistance aux chiomiothérapies classiques (Amundson 
et al., 2000; Connor et al., 1997; Chonghaile et al., 2011) 
 
A. Les( chimiothérapies( classiques( stimulent( l’apoptose(extrinsèque(
Fasl/Fas(
De nombreuses chimiothérapies sont également décrites comme des inducteurs de 
l’apoptose extrinsèque médiée par le système Fas/FasL. Ces agents agissent à travers 
différents mécanismes qui seront décrits dans ce paragraphe.  
 
1. Augmentation(de(l’expression(de(FasL((
Le traitement par chimiothérapie stimule l’expression de FasL à la surface des cellules 
tumorales. Cette augmentation a été observée dans de très nombreuses lignées tumorales 
incluant des leucémies, des carcinomes coliques et pulmonaires, des hépatomes, des tumeurs 
cérébrales malignes mais aussi à la surface des cellules tumorales primaires. Plusieurs 
traitements anti-cancéreux sont responsables de cet effet comme les agents alkylants 
(cisplatine, mitomycine C), les agents intercalants (la doxorubicine, l’etoposide, la 
bléomycine) et les anti-métabolites (5-Fluorouracile ou 5-FU), par exemple (Friesen et al., 
1996; Fulda et al., 1997; Mo & Beck, 1999; Müller et al., 1998a; Müller et al., 1997). En 
réponse à ces agents, les facteurs de transcription AP-1 et NF-κB sont activés et stimulent 




De même, l’expression de surface du Fas est augmentée après traitement par ces 
mêmes drogues mais aussi après radiothérapie (Schwartzberg et al., 2002). Cet effet dépend 
de l’accumulation de la protéine p53 dans le cytosol puisque cette protéine régule la 
transcription du gène codant pour le récepteur Fas (Müller et al., 1998b). En effet, plusieurs 
sites de fixation de la molécule p53 ont été identifiés dans la séquence du gène Fas (Munsch 
et al., 2000) (paragraphe II.B.1). Le Rituximab,un anticorps anti-CD20, utilisé pour le 
traitement des lymphomes non-hodgkiniens, stimule aussi l’expression du récepteur Fas à la 
membrane (Vega et al., 2005). De plus, il inhibe l’expression de facteurs anti-apoptotiques de 
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type Bcl-2 pour sensibiliser ces cellules tumorles résistantes à l’apoptose [pour revue 
(Amoroso et al., 2011)]. La surexpression du récepteur Fas et de FasL à la membrane induit 
dans ce contexte un suicide des cellules tumorales et/ou un mécanisme fratricide en activant 
ainsi en cis- ou en trans- la cascade apoptotique Fas. 
 
3. Relocalisation(du(récepteur(Fas(dans(les(radeaux(lipidiques((
L’activation du récepteur Fas par les chimiothérapies ne passe pas uniquement par 
l’augmentation de la transcription, mais elle passe aussi à travers la relocalisation du récepteur 
Fas dans les radeaux lipidiques. Cette relocalisation, induite par un réactif de laboratoire, 
l’édelfosine, ou le cisplatine, un medicament anti-cancéreux (spécialité CisplatylND) 
oligomérise et active le récepteur Fas dans les lignées lymphomateuses et carcinomateuses 
(Gajate & Mollinedo, 2007; Huang et al., 2010) par un mécanisme dépendant du remodelage 
du cytosquelette d’actine (Rebillard et al., 2010) (Gajate & Mollinedo, 2005). Le cisplatine 
active entre autre la sphingomyelinase acide et la génération de céramide à la membrane, 
favorisant de ce fait la fluidité de la membrane et la relocalisation de Fas dans les radeaux 
lipidiques (Lacour et al., 2004; Rebillard et al., 2007)). Finalement, ces études démontrent que 
cette relocalisation des récepteurs Fas  induit l’activation du signal apoptotique de manière 
dépendante ou indépendante de la fixation du FasL, puisque dans ce contexte l’agrégation de 




Les chimiothérapies sont aussi connues pour moduler l’activité de facteurs 
intracellulaires impliqués dans la cascade apoptotique Fas/FasL. Une surexpression de des 
protéines pro-apoptotiques que sont la caspase-8 et FADD est observée dans les cellules 
carcinomateuses d’origine colique, après traitement par la doxorubicine ou la cisplatine ou la 
mitomycine C (Micheau et al., 1999). Au contraire, l’activité des protéines anti-apoptotiques 
est bloquée. Par exemple, une dose sub-létale de cycloheximide, un inhibiteur de la synthèse 
protéique, convertit les cellules de type II en cellule de type I (Brumatti et al., 2008), en 
régulant notamment l’activation de la protéine régulatrice c-FLIP (Fischer-Posovszky et al., 
2011). Finalement, toutes ces études tendent à montrer que les chimiothérapies classiques 
sensibilisent les cellules à l’apoptose. Il est par ailleurs largement démontré que ces 
traitements potentialisent l’apoptose induite des agonistes non naturels de Fas.  





Comme décrit dans le paragraphe II.B.3., les anticorps agonistes dirigés contre  Fas 
activent la voie extrinsèque de l’apoptose par oligomérisation du récepteur. La stimulation du 
récepteur Fas par ces anticorps agonistes est donc apparue comme une approche prometteuse 
dans le traitement du cancer. Cependant, chez la souris, l’administration intrapéritonéale 
d’anticorps agonistes tel que le JO-2 induit une hépatite fulminante létale, dès 5 à 6 heures 
après traitement (Ogasawara et al., 1993). Cet anticorps ciblerait initialement les cellules 
hépatiques sinusoïdales, via l’interaction entre le domaine Fc de l’IgG2 et le récepteur FcRIIB 
présent sur ces cellules. Ce mécanisme faciliterait ainsi une activation en cis ou en trans du 
récepteur Fas présent à la surface des cellules hépatiques entre autres (Xu et al., 2003). Ces 
résultats indiquent que le microenvironnement et la région Fc de l’anticorps ont un réel 
impact sur la sûreté et l’efficacité du traitement par ces anticorps agonistes Fas (Yonehara, 
2002).  
L’injection d’un autre agoniste, l’anticorps RK8, n’est pas létale pour la souris. 
Néanmoins, il provoque des dommages hépatiques et spléniques modérés et une atrophie 
thymique du fait de sa forte cytotoxicité vis-à-vis des thymocytes (Nishimura et al., 1997). 
Seul certains anticorps induisent une telle cytotoxicité. L’anticorps HFE7A, par exemple, ne 
cause pas d’effet délétère chez la souris. Cependant, cet anticorps a un effet sur les cellules de 
type I mais pas de type II, ce qui explique qu’il ne soit pas hépatotoxique (Nakayama et al., 
2006). L’anticorps HFE7A protège même de l’hépatotoxicité induite par le JO-2 et prévient le 
syndrome lymphoprolifératif caractéristique des souris gld (Ichikawa et al., 2000; Yoshida et 
al., 2010). Cet anticorps murin a été humanisé (R-125224) dans le but d’être utilisé à des fins 
thérapeutiques (Haruyama et al., 2002). Son injection intrapéritonéale chez le singe 
cynomolgus révèle un développement fréquent d’anticorps anti-idiotype. La question de 
l’immunogénicité de cet anticorps n’est donc pas résolue, ce qui compromet son utilisation en 
thérapie clinique chez l’homme (Saito-Yabe et al., 2009).  
L’utilisation d’un traitement anti-cancéreux extracorporel avec des anticorps anti-Fas 
représente une alternative potentielle à l’injection intrapéritonéale. Cette procédure 
consisterait à immobiliser l’anticorps agoniste sur une colonne et éliminer les cellules 
leucémiques de la circulation sanguine après passage du sang sur cette colonne (pour revue 
Scholz & Cinatl, 2005).  
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b) Les)anticorps)bispécifiques))
Les anticorps bispécifiques ont un avantage supplémentaire par rapport aux anticorps 
agonistes anti-Fas, à savoir la spécificité pour la cellule tumorale. Cette technologie consiste à 
combiner la capacité de reconnaissance de 2 anticorps par association d’un domaine Fab’ 
anti-Fas et d’un domaine Fab’ dirigé contre un antigène associé à une tumeur, par exemple au 
lymphome (CD20, CD40) ou au gliome (NG2) (Herrmann et al., 2008; Jung et al., 2001) 











Figure 26 : Représentation de l’effet cytotoxique des anticorps bispécifiques anti-Fas. 
Inspirée de (Herrmann et al., 2008) et (Jung et al., 2001). Panel A : Structure d’un anticorps 
bispécifique ; Panel B : Schéma du fonctionnement de l’anticorps bispécifique. En l’absence 
de l’antigène de surface, l’anticorps n’a pas d’effet cytotoxique. En présence de l’antigène 
tumoral,  l’anticorps bispécifique induit un effet « juxtatropique »,  c’est à dire qu’il se fixe 




L’effet cytotoxique observé est dépendant de la présence de l’antigène cible et de son 
intensité d’expression. En effet, la quantité de l’antigène doit être suffisante pour concentrer 
l’anticorps à la surface de la cellule et pour oligomériser le récepteur Fas. Les résultats 
indiquent que l’anticorps stimule préférentiellement l’activation de Fas de la cellule voisine, 
on parle d’effet juxtatropique. De manière intéressante, le choix de l’antigène tumoral est 
primordial pour  l’effet cytotoxique de l’anticorps (Herrmann et al., 2008). Pour les anticorps 
dirigés contre le CD20 ou le CD40,  il faut noter que ces récepteurs sont connus pour 
sensibiliser et déclencher un signal apoptotique par eux-mêmes (Schattner et al., 1995; 
Shanbet  al., 1998). Dans ce contexte, c’est donc l’induction simultanée des 2 signaux Fas et 
CD20 ou CD40 sur une même cellule qui déclencherait la mort des cellules tumorales.  
A B 
Effet « Juxtatropique » 
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De nombreuses études rapportent la différence d’efficacité cytotoxique entre le ligand 
naturel et un anticorps agoniste anti-Fas (Bénéteau et al., 2008; Nakayama et al., 2006; Xiao 
et al., 2002), observations que nous avons pu confirmer dans notre modèle d’étude (résultats, 
chapitre III). En effet, à quantité équimolaire, le FasL est plus cytotoxique suggérant une 




La thérapie génique avait initialement été imaginée pour les maladies génétiques ; 
aujourd’hui, son application s’est élargie au cancer. Cette approche consiste à introduire du 
matériel génétique dans les cellules cancéreuses pour induire la surexpression d’une protéine 
d’intérêt, dans notre cas le FasL. Généralement, l’introduction du gène codant pour FasL 
s’effectue par un adénovirus génétiquement modifié non réplicatif, qui est le vecteur viral le 
plus utilisé actuellement en thérapie génique. Il infecte les cellules en division comme les 
cellules quiescentes et il possède l’avantage de ne pas perturber le génome de la cellule hôte.  
Pour la première fois, Arai et al., ont démontré que le transfert génique de FasL dans 
les cellules carcinomateuses induit une régression de la croissance tumorale in vivo. Ces 
résultats sont observés sur des cellules tumorales Fas+ comme Fas- (Arai et al., 1997). 
L’analyse par immunohistochimie révèle une inflammation sévère avec une infiltration 
massive de neutrophiles et macrophages dans ces tissus. Ces résultats ont ensuite été 
confirmés dans d’autres modèles (Kang SM et al., 1997) (Ambar et al., 1999). Ces études 
indiquent que la thérapie génique par FasL induit un suicide et ou un fratricide  entre les 
cellules Fas+ mais aussi que cette expression a un effet inflammatoire bénéfique permettant 
l’élimination des cellules tumorales Fas+ comme Fas-.  Ces effets sont dépendants du FasL 
puisque l’infection par un adénovirus contrôle n’a pas cet effet inflammatoire.  
 
Par la suite, l’effet anti-tumoral de cette approche a été confirmée, in vitro ou in vivo 
chez le rongeur, dans de nombreux types de cancer notamment le cancer de la prostate (Hyer 
et al., 2003 ; Hyer et al., 2000), le cancer de la vessie (Sudarshan et al., 2005), les gliomes 
(Ambar et al., 1999; Rubinchik et al., 2003),  et  autres carcinomes  (Elojeimy et al., 2006). 
Sous le contrôle d’un promoteur constitutivement actif, une production accrue de FasL peut 
aussi provoquer une toxicité sévère conduisant notamment à défaillance hépatique (May et al., 
1997). Pour limiter l’expression de FasL par les cellules tumorales, plusieurs équipes ont 
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imaginé un vecteur viral contenant le gène FasL sous le contrôle d’un promoteur inductible et 
spécifique du tissu concerné (Morelli et al., 1999; Aoki et al., 2000; Rubinchik et al., 2003). 
Par ailleurs, de nouvelles stratégies sont explorées pour réduire le tropisme des adénovirus en 
modifiant les protéines de surface du virus [pour revue (Coughlan et al., 2010)]  
 
b) Injection) des) cellules) génétiquement) modifiées) exprimant) le)
FasL))
 Une étude récente rapporte une nouvelle stratégie basé sur l’utilisation d’un herpesvirus 
HSV-1 (Herpex Simplex Virus-1) pour traiter spécifiquement les gliomes humains (Ho et al., 
2010). Les cellules de gliome sont préalablement transduites par un vecteur codant pour le 
FasL membranaire, puis, implantées dans la boîte intracrânienne de souris développant des 
gliomes de haut-grade. Des résultats encourageants ont été obtenus in vivo, et particulièrement 
lorsque les souris sont prétraitées avec le témozolomide, un agent alkylant. Un autre exemple 
de thérapie génique a été développé chez la souris pour traiter le cancer de la prostate, basé 
sur le transfert adoptif de lymphocytes T transduits par du FasL membranaire. La transduction 
du FasL améliore ainsi la capacité effectrice des lymphocytes T à tuer les lignées tumorales 
issues du cancer de la prostate (Symes et al., 2009). 
 
c) Injection) de) bactéries) atténuées) génétiquement) modifiées)
exprimant)le)FasL)))
Aujourd’hui, de nombreux vaccins sont constitués de micro-organismes vivants 
atténués qui stimulent la réponse immunitaire de l’organisme (ex : vaccin BCG). Cette 
stratégie vaccinale est actuellement réévaluée pour traiter les cancers. Par exemple, des 
bactéries atténuées de type Salmonella typhimurium ont été génétiquement modifiées pour 
exprimer le FasL membranaire. L’inoculation de ces bactéries chez la souris 
immunocompétente (5.106 cfu/souris pour colony forming unit) semble efficace pour traiter 
divers cancers (Loeffler et al., 2008). Néanmoins, la quantité de bactérie requise pour avoir 
une efficacité thérapeutique est associée a de nombreux effets délétères chez l’homme (Toso 
et al., 2002). Ainsi, plusieurs améliorations semblent nécessaires pour utiliser cette stratégie 
en clinique.  
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3. Les(thérapies(utilisant(les(protéines(de(fusion(dérivées(de(sFasL(
Une autre stratégie consiste à traiter les tumeurs avec des protéines recombinantes 
dérivées de FasL soluble. Pour induire un signal apoptotique, l’oligomérisation de la forme 
trimérique du sFasL est nécéssaire et suffisante (paragraphe II.B.3.). La protéine de fusion 
Flag-FasL polymérisée au moyen de l’anticorps anti-Flag est la première protéine de fusion 
sFasL décrite dans la littérature, elle possède une forte activité anti-tumorale in vitro vis-à-vis 
de toutes les cellules tumorales sensibles à l’apoptose. Cependant, l’administration in vivo de 
cette forme polymérisée du sFasL chez la souris induit une hépatite fulminante létale 
(Schneider et al., 1998), probablement par le même mécanisme que décrit précédemment pour 
l’anticorps JO-2.  
 
En considérant qu’une polymérisation de sFasL est requise pour induire une cytotoxicité, 
de nombreuses équipes se sont inspirées de ces observations pour générer des protéines de 
fusion sFasL à visée thérapeutique. Ces protéines recombinantes sont référencées dans le 
Tableau 3. Pour faciliter la compréhension de leurs mécanismes d’actions, j’ai choisi de les 
subdiviser en 2 catégories : les protéines de fusion sFasL avec et sans capacité de ciblage. 
  






Protéine Domaine de fusion spécificité Références 
Fc:FasL Fc  de l’IgG1 Aucune (N. Holler et al., 2003b) 
APO010 
ou ACRP:FasL  
Domaine de polymérisation de 
l’Adiponectine ACRP30 
Aucune (N. Holler et al., 2003a)(Eisele et al., 
2011; 
Greaney et al., 2006) 
Lz-FasL ou FIZ-shFasL Domaine Isoleucine Zipper Aucune (Shiraishi et al., 2004) 




(Orbach et al., 2007, 2010) 
CD40-FasL Domaine extracellulaire de 
CD40 
CD40L (Assohou-Luty et al., 2006; 
Orbach et al., 2010) 
SA-FasL Streptavidine Cellules biotinylées (Franke et al., 2007; Yolcu et al., 
2011) 
RGD-FasL 3 aa Arg-Gly-Asp Intégrines (L. Chen et al., 2008; Z. Liu et al., 
2009) 




(Bremer et al., 2011;  
Bremer et al., 2006) 
scFvRit:sFasL Monochaîne d’anticorps dirigé 
contre CD20 
Lymphome B (Bremer et al., 2008) 




(Samel et al., 2003) 
SC36-CD95L-PD Fas extracellulaire + Monochaîne 
d’anticorps dirigé contre FAP 
Stroma epithélial 
cancéreux 




Tableau 3 : Les protéines de fusion sFasL décrites dans la littérature 
Toutes ces protéines de fusion sont produites par des cellules eucaryotes de type HEK (Human 
Epithelial Kidney) ou CHO (Chinese Hamster Ovary), sauf la protéine SA-FasL qui est produite 
par les cellules d’insecte Schneider S2.  
 





























Figure 27: Mécanismes d’action des protéines de fusion sFasL.  
Figure modifiée issue de (Wajant et al., 2005; Watermann et al., 2007) Panel A: les 
protéines polymériques sans activité de ciblage ; Panel B: les protéines non polymériques et 
présentant une activité de ciblage. L’anticorps monochaîne spécifique de la protéine FAP est 
représenté ici comme exemple prototypique ; Panel C: les pro-drogues FasL qui possèdent 






effects in mice, but it interfered with the development of
FAP expressing tumor-xenotransplants [70]. Future studies
have to show whether tumor targeted cell surface
immobilization-mediated activation of soluble CD95L
fusion proteins can be widely used to locally activate
CD95. Noteworthy, bispecific antibodies containing a non-
agonistic CD95-specific antibody fragment also activate
CD95 upon cell surface antigen-mediated immobilization
[72].
Cell surface targeting-dependent activation of CD95L
fusion proteins may be also used to kill activated T-cells in
graft versus host disease in transplantation. For example,
bifunctional fusion proteins of soluble CD95L with IL2 and
with the extracellular domain of CTLA4, respectively, have
been described [73–75]. These fusion proteins effectively
triggered CD95 on T-cells in vitro, but also showed a
significant, target-independent CD95L activity that would
put clinical applications at risk. The targeting-independent
activity of these constructs seems to be related to activation
of the CD95L domain by secondary aggregation. In case of
the IL2–Fc–CD95L fusion protein, the Fc part may enforce
hexamerization, thus l ading to a CD95L format which,
similar to CD95L–Fc (see above), is already sufficient to
activate CD95 without cell surface immobilization [73].
Likewise, CTLA4 is a disulfide bridge linked dimer,
potentially enabling inter-trimer oligomerization of the
H. Wajant et al. / Cytokine & Growth Factor Reviews 16 (2005) 55–7660
Fig. 1. Model of target-dependent death receptor activation by scFv–death ligand fusion proteins. (A) (Left) A homotrimeric, non-aggregated scFv–FasL fusion
protein, comprised of a tumor or tumor stroma-specific scFv for targeting and the bio-inactive, extracellular domain of FasL, is able to bind to but does not
activate Fas signaling at Fas expressing, but target negative cells. (Right) Upon binding to target antigen positive cells via the scFv module of the fusion protein,
the FasL module is assembled at the targeted cell membrane in a signal competent manner, inducing Fas mediated apoptosis on the targeted (autotropic signal)
or adjacent Fas expressing cells (juxtatropic). Note that for the latter target antigen expression is not required (bystander effect). (B) Signaling of an scFv TRAIL
fusion protein. (Left) Homotrimeric, non-aggregated scFv–TRAIL fusion proteins, designed as above for FasL, bind to both TRAILRs at target antigen negative
cells, but signal only via TRAILR1 (DR4). (Right) Fusion protein assembly at the targeted membrane shows enhanced bioactivity and signals via both,
TRAILR1 (DR4) and TRAILR2 (DR5) in an autotropic and juxtatropic manner. For details see text.
this model on the relative contribution of direct tumor cell
apoptosis induction versus stimulation of the innate immune
system for the antitumoral effect of the CD95L prodrug on
FAP-positive tumors.
In conclusion, we show that by genetic engineering a
protein prodrug of CD95L can be generated that fulfills the
essential criteria of a target restricted, antitumoral action. Our
data prompt the following two-step model of CD95L prodrug
activation and CD95 stimulation of target antigen- (FAP)
expressing cells (Figure 9). First, the FAP-binding scFv of the
prodrug traps this molecule on the cell surface of FAP-positive
cells. Then, cell-associated MMPs/uPA cleaves the protease-
sensitive linker between the inhibitory CD95 domain and the
scFv-domain, allowing release by dissociation and/or further
proteolytic degradation of the CD95 receptor domain. The
unmasked scFV-CD95L module stays membrane bound and
now mimics membrane CD95L, exerting a high signal
capacity towards CD95-expressing cells in an autotropic
and juxtatropic signaling mode. As tumor-selective activation
of the prodrug is encompassed by tumor-associated pro-
teases, we envisage that this principle can be applied for any
cell surface molecule expressed by the tumor cells them-
selves, the tumor vasculature or stroma, as exemplified here
using FAP as amodel antigen. The animal studies provide first
evidence for target-dependent processing and functional,
tumor-restricted activation of the CD95L prodrug in vivo,
warranting further studies on the systemic applicability, safety
and antitumor efficacy of CD95L prodrugs.
Materials and Methods
Plasmids and cell lines. Using standard molecular cloning techniques, we
engineered pCR3.1- (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) derived expression plasmids
encoding chimeric proteins that are build up as indicated in Figure 1 of in-frame-
linked cDNA fragments encoding a leader sequence, human and/or murine FAP-
specific scFvs, a Flag tag, amino acids 139–281 of human CD95L, amino acids 15–
173 of human CD95, amino acids 110–139 of chicken tenascin-C and MMP2- or
uPA-sensitive peptide linkers. The constructs were subcloned into the pIRESpuro3
vector (BD Biosciences, Clontech, Heidelberg, Germany) and finally the sequence
of the chimeric cDNAs was confirmed by sequencing. HEK293 cells were obtained
from the American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). The HT1080 and
the FAP-expressing HT1080FAP cells were a kind gift of W. Rettig (Boehringer
Ingelheim Pharma, Vienna, Austria). Cells were cultured in RPMI 1640 medium
(Biochrom, Berlin, Germany) supplemented with 5% fetal calf serum (FCS).
HT1080FAP cells were grown in the presence of 250mg/ml G418. Stably
transfected cells expressing the fusion proteins were cultivated in the presence of
5 mg/ml puromycin.
Production and purification of recombinant proteins. The various
CD95L fusion proteins were produced in HEK293 cells after transient transfection of
the corresponding expression plasmids using lipofectamine 2000 (Invitrogen,
Karlsruhe, Germany). After 3 days of cell culture in serum-free medium (Optimem,
Invitrogen, Karlsruhe, Germany), supernatants were collected. Alternatively,
HEK293 were stably transfected with the pIRESpuro3-derived expression
constructs by selection with puromycin. For protein production, stable clones
were expanded and grown to approximately 75% confluence in FCS-supplemented
medium. FCS-containing medium was then removed and serum-free Optimem
medium was added. Supernatants were collected after culture for 2–3 days and
fusion proteins were purified by affinity chromatography on an anti-Flag M2 agarose
column. After elution with PBS supplemented with 100mM Flag peptide (Sigma,
Steinheim, Germany), protein-containing fractions were dialyzed against PBS and
analyzed by SDS-PAGE.
Flow cytometry. HT1080 and HT1080FAP cells were incubated for 2 h at 41C
with 5mg/ml of the indicated CD95L fusion protein. After washing three times with
PBS, 0.2% FCS, 0.02% sodium azide, bound fusion proteins were detected by anti-
Flag mAb M2 (1mg/ml Sigma, Steinheim, Germany) and fluoresceine
isothiocyanate-labeled rabbit anti-mouse IgG Ab (1mg/ml Sigma, Steinheim,
Germany). Analyses were performed using EPICS-XL (Coulter, Krefeld, Germany)
according to standard procedures.
Chemical crosslinking with BS3. The indicated CD95L fusion protein
(200 ng) was incubated with varying concentrations of the chemical crosslinker BS3
(Pierce, Rockford, USA) for 30min on ice in a total volume of 18ml. The crosslinking
reaction was quenched by adding 2 ml 1 M Tris-HCl (pH 7.5) and proteins were
finally analyzed by SDS-PAGE and Western Blot.
Activation of CD95L prodrugs. For in vitro activation of prodrugs, the
purified proteins (12 mg/ml) were incubated with 2 mg/ml recombinant MMP-2
(Merck Bioscience GmbH, Schwalbach, Germany) in reaction buffer (20 mM ZnSO4,
1 mM CaCl2, 0.05% Brij-35, 50mM Tris-HCl (pH 7.5)) for 6 h at 371C. Prodrug
processing and activity were finally analyzed by SDS-PAGE, Western Blot and
viability assay. To analyze cell-mediated processing of CD95L prodrugs, HT1080
and HT1080FAP cells (2! 104/well) were grown overnight in 100ml culture medium
in 96-well plates. The following day, medium was replaced by 100ml Optimem
containing 10mg/ml purified prodrug. After 16 h of incubation, the supernatant was
centrifuged and further analyzed by Western Blot with anti-Flag Ab. To verify the
specificity of processing, cells were preincubated with 25mM of the MMP inhibitor
Ilomastat (Chemicon International, Hofheim, Germany). Molecular weight standards
were obtained from Biorad (Munich, Germany and Fermentas, St. Leon-Rot,
Germany).
Native gel electrophoresis. Four hundred nanograms of purified protein
was separated by native gel electrophoresis in 1! Tris-Glycin running buffer
Figure 9 Model of FAP-dependent and MMP-mediated activation of an FAP-
specific CD95L prodrug. The FAP-specific CD95L prodrug stays inactive on
antigen-negative cells. On FAP-expressing cells, the scFv module of the prodrug
traps this molecule on the cell surface. The still inactive CD95L prodrug can n w be
processed by cell surface-associated MMPs, leading to the release of the trimeric
inhibitory CD95 domain. The unmasked, membrane-bound CD95L now mimics
membrane CD95L exerting high signal capacity towards CD95-expressing cells
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effects in mice, but it interfered with the development of
FAP expressing tumor-xenotransplants [70]. Future studies
have to show whether tumor targeted cell surface
immobilization-mediated activation of soluble CD95L
fusion proteins can be widely used to locally activate
CD95. Noteworthy, bispecific antibodies containing a non-
agonistic CD95-specific antibody fragment also activate
CD95 upon cell surface antigen-mediated immobilization
[72].
Cell surface targeting-dependent activation of CD95L
fusion proteins may be also used to kill activated T-cells in
graft versus host disease in transplantation. For example,
bifunctional fusion proteins of soluble CD95L with IL2 and
with the extracellular domain of CTLA4, respectively, have
been described [73–75]. These fusion proteins effectively
triggered CD95 on T-cells in vitro, but also showed a
significant, target-independent CD95L activity that would
put clinical applications at risk. The targeting-independent
activity of these constructs seems to be related to activation
of the CD95L domain by secondary aggregation. In case of
the IL2–Fc–CD95L fusion protein, the Fc part may enforce
hexamerization, thus leading to a CD95L format which,
similar to CD95L–Fc (see above), is already sufficient to
activate CD95 without cell surface immobilization [73].
Likewise, CTLA4 is a disulfide bridge linked dimer,
potentially enabling inter-trimer oligomerization of the
H. Wajant et al. / Cytokine & Growth Factor Reviews 16 (2005) 55–7660
Fig. 1. Model of target-dependent death receptor activation by scFv–death ligand fusion proteins. (A) (Left) A homotrimeric, non-aggregated scFv–FasL fusion
protein, comprised of a tumor or tumor stroma-specific scFv for targeting and the bio-inactive, extracellular domain of FasL, is able to bind to but does not
activate Fas signaling at Fas expressing, but target negative cells. (Right) Upon binding to target an ige positive cells via the scFv odule of the fusion protein,
the FasL module is assembled at the targeted cell membrane in a signal competent manner, inducing Fas mediated apoptosis on the targeted (autotropic signal)
or adjacent Fas expressing cells (juxtatropic). Not that for the lat er target antigen expression is not required (bystander effect). (B) Signaling of an cFv TRAIL
fusion protein. (Left) Homotrimeric, non-aggregated scFv–TRAIL fusion proteins, designed as above for FasL, bind to both TRAILRs at target antigen negative
cells, but signal only via TRAILR1 (DR4). (Right) Fusion protein assembly at the targeted membrane shows enhanced bioactivity and signals via both,
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protein, comprised of a tumor or tumor stroma-specific scFv for targeting and the bio-inactive, extracellular domain of FasL, is able to bind to but does not
activate Fas signaling at Fas expressing, but target negative cells. (Right) Upon binding to target antigen positive cells via the scFv module of the fusion protein,
the FasL module is assembled at the targeted cell membrane in a signal competent manner, inducing Fas mediated apoptosis on the targeted (autotropic signal)
or adjacent Fas expressing cells (juxtatropic). Note that for the latter target antigen expression is not required (bystander effect). (B) Signaling of an scFv TRAIL
fusion protein. (Left) Homotrimeric, non-aggregated scFv–TRAIL fusion proteins, designed as above for FasL, bind to both TRAILRs at target antigen negative
cells, but signal only via TRAILR1 (DR4). (Right) Fusion protein assembly at the targeted membrane shows enhanced bioactivity and signals via both,







this model on the relative contribution of direct tumor cell
apoptosis induction versus stimulation of the innate immune
system for the antitumoral effect of the CD95L prodrug on
FAP-positive tumors.
In conclusion, we show that by genetic engineering a
protein prodrug of CD95L can be generated that fulfills the
essential criteria of a target restricted, antitumoral action. Our
data prompt the following two-step model of CD95L prodrug
activation and CD95 stimulation of target antigen- (FAP)
expressing cells (Figure 9). First, the FAP-binding scFv of the
prodrug traps this molecule on the cell surface of FAP-positive
cells. Then, cell-associated MMPs/uPA cleaves the protease-
sensitive linker between the inhibitory CD95 domain and the
scFv-domain, allowing release by dissociation and/or further
proteolytic degradation of the CD95 receptor domain. The
unmasked scFV-CD95L module stays membrane bound and
now mimics membrane CD95L, exerting a high signal
capacity towards CD95-expressing cells in an autotropic
and juxtatropic signaling mode. As tumor-selective activation
of the prodrug is encompassed by tumor-associated pro-
teases, we envisage that this principle can be applied for any
cell surface molecule expressed by the tumor cells them-
selves, the tumor vasculature or str ma, as exemplified here
using FAP as amodel antigen. The animal studies provide first
evidence for target-dependent processing and functional,
tumor-restricted activation of the CD95L prodrug in vivo,
warranting further studies on the systemic applicability, safety
and antitumor efficacy of CD95L prodrugs.
Materials and Methods
Plasmids and cell lines. Using standard molecular cloning techniques, we
engineered pCR3.1- (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) derived expression plasmids
encoding chimeric proteins that are build up as indicated in Figure 1 of in-frame-
linked cDNA fragments encoding a leader sequence, human and/or murine FAP-
specific scFvs, a Flag tag, amino acids 139–281 of human CD95L, amino acids 15–
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Activation of CD95L prodrugs. For in vitro activation of prodrugs, the
purified proteins (12 mg/ml) were incubated with 2 mg/ml recombinant MMP-2
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containing 10mg/ml purified prodrug. After 16 h of incubation, the supernatant was
centrifuged and furth r analyzed by Western Blot with anti-Flag Ab. To verify the
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effects in mice, but it interf red with the d velopment of
FAP expressing tumor-xenotransplants [70]. Future studies
have to show whether tumor targeted cell surface
immobilization-mediated activation of soluble CD95L
fusion proteins can be widely used to locally activate
CD95. Noteworthy, bispecific antibodies contai ing a non-
agonistic C 95-specific a tibody fragment also activate
CD95 upon cell surface antigen-mediated immobilization
[72].
Cell surface targeting-dependent activation of CD95L
fusion proteins may be also used to kill activated T-cells in
graft versus host disease in transplantation. For example,
bifunctional fusion proteins of soluble CD95L with IL2 and
with the extracellular dom in of CTLA4, respectively, have
been described [73–75]. These fusion proteins effectively
triggered CD95 n T-cells in vitro, but also showed a
significant, target-independent CD95L activity that would
put clinical applications at risk. The targeting-independent
activity of these constructs seems to be related to activation
of t e CD95L domain by econdary aggregation. In case of
the IL2–Fc–CD95L fusion protein, the Fc part may enforce
hexamerization, thus leading to a CD95L format which,
si ilar to CD95L–Fc (se abov ), is already sufficient to
activate CD95 without cell surface immobilization [73].
Likewise, CTLA4 is a disulfide bridge linked dimer,
potentially enabling inter-trimer oligomerization of the
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Fig. 1. Model of target-dependent death receptor activation by scFv–death ligand fusion proteins. (A) (Left) A homotrimeric, non-aggregated scFv–FasL fusion
protein, comprised of a tumor or tumor stroma-specific scFv for targeting and the bio-inactive, extracellular domain of FasL, is able to bind to but does not
activate Fas signaling at Fas expressing, but target negative cells. (Right) Upon binding to target antigen positive cells via the scFv module of the fusion protein,
the FasL module is assembled at the targeted cell membrane in a signal competent manner, inducing Fas mediated apoptosis on the targeted (autotropic signal)
or adjacent Fas expressing cells (juxtatropic). No e that for the latter target antigen expres i n is not required (bystander effec ). (B) Signaling of an scFv TRAI
fusion pr tein. (Left) Homotrimeric, non-aggregated scFv–TRAIL fusion proteins, designed as above for FasL, bind to both TRAILRs at target antigen negative
cells, but signal only via TRAILR1 (DR4). (Right) Fusion protein assembly at the targeted membrane shows enhanced bioactivity and signals via both,
TRAILR1 (DR4) and TRAILR2 (DR5) in an autotropic and juxtatropic manner. For details see text.
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effects in mice, but it interfered with the development of
FAP expressing tumor-xenotransplants [70]. Future studie
have to show whether tumor targeted cell surface
immobilization-mediated activation of soluble CD95L
fusion proteins can be widely used to locally activate
CD95. Noteworthy, bispecific antibodies containing a non-
agonistic CD95-specific antibody fragment also activate
CD95 upon cell surface antigen-mediated immobilization
[72].
Cell surface targeting-dependent activation of CD95L
fusion proteins may be also used to kill activated T-cells in
graft versus host disease in transplantation. For example,
bifunctional fusion proteins of soluble CD95L with IL2 and
with the extracellular doma n of CTLA4, respectiv ly, have
been described [73–75]. These fusion proteins effectively
triggered CD95 on T-cells in vitro, but also showed a
significant, target-independent CD95L activity that would
put clinical applications at risk. The targeting-independent
activity of these constructs seems to be related to activation
of the CD95L domain by secondary aggregation. In case of
the IL2–Fc–CD95L fusion protein, the Fc part may enforce
hexamerization, thus leading to a CD95L format which,
similar to CD95L–Fc (see above), is already sufficient to
activate CD95 without cell surface immobilization [73].
Likewise, CTLA4 is a disulfide bridge linked dimer,
potentially enabling inter-trimer oligomerization of the
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Fig. 1. Model of target-dependent death receptor activation by scFv–death ligand fusion proteins. (A) (Left) A homotrimeric, non-aggregated scFv–FasL fusion
protein, comprised of a tumor or tumor stroma-specific scFv for targeting and the bio-inactive, extracellular domain of FasL, is able to bind to but does not
activate Fas signaling at Fas expressing, but target negative cells. (Right) Upon binding to target an ige positive cells via the scFv odule of the fusion protein,
the FasL module is assembled at the targeted cell membrane in a signal competent manner, inducing Fas mediated apoptosis on the tar ted (autotropic signal)
or adjacent Fas expressing cells (juxtatropic). Note that for the latter target antigen xpression is not required (bystander effect). (B) Signaling of an scFv TRAIL
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effects in mice, but it interfered with the development of
FAP expressing tumor-xenotransplants [70]. Futu e studies
have to show whether tumor targeted cell surface
immobilization-mediated activation of soluble CD95L
fusion proteins can be widely used to locally activate
CD95. Noteworthy, bispecific antibodies containing a non-
agonistic CD95-specific antibody fragment also activate
CD95 upon cell surface antigen-mediated immobilization
[72].
Cell surface targeting-dependent activation of CD95L
fusion proteins may be also used to kill activated T-cells in
graft versus host disease in transplantation. For example,
bifunctional fusion proteins of soluble CD95L with IL2 and
with the extracellular domain of CTLA4, respectively, hav
been described [73–75]. These fusion prot ins effectively
triggered CD95 on T-cells in vitro, but also showed a
significant, target-indep ndent CD95L activity that would
put clinical applications at risk. The targeting-independent
activity of these constru t seems to be rela ed to activation
of the CD95L domain by secondary aggregation. In case f
the IL2–Fc–CD95L fusion protein, the Fc part may enforce
hexamerization, hus leading to a CD95L f rmat which,
sim lar to CD95L–Fc (see above), is already sufficient to
activate CD95 without cell surface mm bilization [73].
Likewise, CTLA4 is a disulfide bridge linked dimer,
potentially enabling inter-trimer oligomerization of the
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Fig. 1. Model of target-dependent death receptor activation by scFv–death ligand fusion proteins. (A) (Left) A homotrimeric, non-aggregated scFv–FasL fusion
protein, comprised of a tumor or tumor stroma-specific scFv for targeting and the bio-inactive, extracellular domain of FasL, is able to bind to but does not
activate Fas signaling at Fas expressing, but target negative cells. (Right) Upon binding to target antigen positive cells via the scFv module of the fusion protein,
the FasL module is assembled at the targeted cell membrane in a signal competent manner, inducing Fas mediated apoptosis on the targeted (autotropic signal)
or adjacent Fas expressing cells (juxtatropic). Note th t f r the latter target antigen expression is not required (bystander effect). (B) Signaling of an scFv TRAIL
fusion protein. (Left) Homotrimeric, non-aggregated scFv–TRAIL fusion proteins, d signed as above for FasL, bind to both TRAILRs at targe antigen negative
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the IL2–Fc–CD95L fusion protein, the Fc part may enforce
hexamerization, thus leading to a CD95L format which,
similar to CD95L–Fc (see above), is already sufficient to
activate CD95 without cell surface immobilization [73].
Likewise, CTLA4 is a disulfide bridge linked dimer,
potentially enabling inter-trimer oligomerization of the
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Fig. 1. Model of target-dependent death receptor activation by scFv–death ligand fusion proteins. (A) (Left) A homotrimeric, non-aggregated scFv–FasL fusion
protein, comprised of a tumor or tumor stroma-specific scFv for targeting and the bio-inactive, extracellular domain of FasL, is able to bind to but does ot
activate Fas signaling at Fas expressing, but target negative cells. (Right) Upon binding to target antigen positive cells via the scFv module of the fusion protein,
the FasL module is assembled at the targeted cell membrane in a signal competent manner, inducing Fas mediated apoptosis on the targeted (autotropic signal)
or adjacent Fas expressing cells (juxtatropic). Note that for the latter target antigen expression is not required (bystander effect). (B) Signaling of an scFv TRAIL
fusion protein. (Left) Homotrimeric, non-aggregated scFv–TRAIL fusion proteins, designed as above for FasL, bind to both TRAILRs at targ t antigen negativ
cells, but signal only via TRAILR1 (DR4). (Right) Fusion protein assembly at the targeted membrane shows enhanced bioactivity and signals via both,
TRAILR1 (DR4) and TRAILR2 (DR5) in an autotropic and juxtatropic manner. For details see text.
this model on the relative contribution of direct tumor cell
apoptosis induction versus stimulation of the innate immune
system for the antitumoral effect of the CD95L prodrug on
FAP-positive tumors.
In conclusion, we show that by genetic engineering a
protein prodrug of CD95L can be generated that fulfills the
essential criteria of a target restricted, antitumoral action. Our
data prompt the following two-step model of CD95L prodrug
activation and CD95 stimulation of target antigen- (FAP)
expressing cells (Figure 9). First, the FAP-binding scFv of the
prodrug traps this molecule on the cell surface of FAP-positive
c ll . Then, c ll-associated MMPs/uPA cleaves the protease-
sensitive linker between the inhibitory CD95 domain and the
scFv-domain, allowing release by dissociation and/or further
proteolytic d gradation of the CD95 receptor domain. The
unmasked s FV-CD95L module stays membrane bound and
now mimics membrane CD95L, exerting a hig signal
capacity towa ds CD95-expressing cells in an autotropic
and juxtatropic signaling mode. As tumor-selective activation
of the prodrug is encompassed by tumor-associated pro-
teases, we envisage that this principle can be applied for any
cell surface molecule expressed by the tumor cells them-
selves, the tumor vasculature or stroma, as exemplified here
using FAP as amodel antigen. The animal studies provide first
evidence for target-dependent processing and functional,
tumor-restricted activation of the CD95L prodrug in vivo,
warranting further studies on the systemic applicability, safety
and antitumor efficacy of CD95L prodrugs.
Materials and Method
Plasmids and cell lines. Using standard molecular cloning techniques, we
engineered pCR3.1- (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) derived expression plasmids
encoding chimeric proteins that are build up as indicated in Figure 1 of in-frame-
linked cDNA fragments encoding a leader sequence, human and/or murine FAP-
specific scFvs, a Flag tag, amino acids 139–281 of human CD95L, amino acids 15–
173 of human CD95, amino acids 110–139 of chicken tenascin-C and MMP2- or
uPA-s nsitive peptide linkers. The constructs were subclo ed into the pIRESpuro3
vector (BD Biosciences, Clontech, Heidelberg, Germany) and finally the sequence
of the chimeric cDNAs was confirmed by sequencing. HEK293 cells were obtained
from the American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). The HT1080 and
the FAP-expressing HT1080FAP cells were a kind gift of W. Rettig (Boehringer
Ingelheim Pharma, Vienna, Austria). Cells were cultured in RPMI 1640 medium
(Biochrom, Berlin, Germany) supplemented with 5% fetal calf serum (FCS).
HT1080FAP cells were grown in the presence of 250mg/ml G418. Stably
transfected cells expressing the fusion proteins were cultivated in the presence of
5 mg/ml puromycin.
Production and purification of recombinant proteins. The various
CD95L fusion proteins were produced in HEK293 cells after transient transfection of
th corresponding expression plasmids using lipofectamine 2000 (Invitrogen,
Karlsruhe, Germany). After 3 days of cell culture in serum-free medium (Optimem,
Invitrogen, Karlsruhe, Germany), supernatants were collected. Alternatively,
HEK293 were stably transfected with the pIRESpuro3-derived expression
constructs by selection with puromycin. For protein production, stable clon s
were expanded and grown to approximately 75% confluence in FCS-supplemented
medium. FCS-containing medium was then removed and serum-free Optimem
medium was added. Supernatants were collected after culture for 2–3 days and
fusion proteins were purified by affinity chromatography on an anti-Flag M2 agarose
column. After elution with PBS supplemented with 100mM Flag peptide (Sigma,
Steinheim, Germany), protein-containing fractions were dialyzed against PBS and
analyzed by SDS-PAGE.
Flow cytometry. HT1080 and HT1080FAP cells were incubated for 2 h at 41C
with 5mg/ml of the indicated CD95L fusion protein. After washing three times with
PBS, 0.2% FCS, 0.02% sodium azide, bound fusion proteins were detected by anti-
Flag mAb M2 (1mg/ml Sigma, Steinheim, Germany) and fluoresceine
isothiocyanate-labeled rabbit anti-mouse IgG Ab (1mg/ml Sigma, Steinheim,
Germany). Analyses were performed using EPICS-XL (Coulter, Krefeld, Germany)
according to standard proce ures.
Chemical crosslinking with BS3. The indicated CD95L fusion pro ein
(200 ng) was incubated with v rying co c ntrations of the chemical crosslink r BS3
(Pierce, Rockford, USA) for 30 i on ice in a total volume of 18ml. The crosslinking
reaction was quenched by adding 2 ml 1 M Tris-HCl (pH 7.5) and proteins were
finally analyzed by SDS-PAGE and Western Blot.
Activation of CD95L prodrugs. For in vitro activation of prodrugs, the
purified proteins (12 mg/ml) were incubated with 2 mg/ml recombinant MMP-2
(Merck Bioscience GmbH, Schwalbach, Germany) in reaction buffer (20 mM ZnSO4,
1 mM CaCl2, 0.05% Brij-35, 50mM Tris-HCl (pH 7.5)) for 6 h at 371C. Prodrug
processing and activity were finally analyzed by SDS-PAGE, Western Blot and
viability assay. To analyze cell-mediated processing of CD95L prodrugs, HT1080
and HT1080FAP cells (2! 104/well) were grown overnight in 100ml culture medium
in 96-well plates. The following day, medium was replaced by 100ml Optimem
containing 10mg/ml purified prodrug. After 16 h of incubation, the supernatant was
centrifuged and further an lyzed by Western Blot with anti-Flag Ab. To verify the
specificity of processing, cells were preincubated with 25mM of the MM inhibitor
Ilomastat (Chemicon International, Hofh im, Germany). Molecular w ight standards
were obtained from Biorad (Munich, G rmany and Fermentas, St. Leon-Rot,
Germany).
Native gel electrophoresis. Four hundred nanograms of purified protein
was separated by native gel electrophoresis in 1! Tris-Glycin running buffer
Figure 9 Model of FAP-dependent and MMP-mediated activation of an FAP-
specific CD95L prodrug. The FAP-specific CD95L prodrug stays inactive on
antigen-ne ative cells. On FAP-expressing cells, th scFv mo ule of the prodrug
traps this molecule on the cell surface. The still inactive CD95L prodrug can n w be
processed by cell surface-associated MMPs, leading to the release of the trimeric
inhibitory CD95 d main. The unmasked, m mbrane-b und CD95L now mimics
membrane CD95L exerting high signal capacity towards CD95-expressing cells
Activation of CD95L fusion protein prodrugs
I Watermann et al
773
Cell Death and Differentiation
effects in mice, but it interfered with the development of
FAP expressing tumor-xenotransplants [70]. Future studies
have to show whether tumor targeted cell surface
immobilization-mediated activation of soluble CD95L
fusion proteins can be widely used to locally activate
CD95. Noteworthy, bispecific antibodies containing a non-
agonistic CD95-specific antibody fragment also activate
CD95 upon cell surface antigen-mediated immobilization
[72].
Cell surface targeting-dependent activation of CD95L
fusion proteins may be also used to kill activated T-cells in
graft versus host disease in transplantation. For example,
bifunctional fusion proteins of soluble CD95L with IL2 and
with the extracellular domain of CTLA4, respectively, have
be n described [73–75]. These fusion proteins effectively
triggered CD95 on T-cells in vitro, but also showed a
significant, target-independent CD95L activity that would
put clinical applications at risk. The targeting-independent
activity of these constructs seems to be related to activation
of the CD95L domain by secondary aggregation. In case of
the IL2–Fc–CD95L fusion protein, the Fc part may enforce
hexamerization, thus leading to a CD95L format which,
similar to CD95L–Fc (see above), is already sufficient to
activate CD95 without cell surface immobilization [73].
Likewise, CTLA4 is a disulfide bridge linked dimer,
potentially enabling inter-trimer oligomerization of the
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Fig. 1. Model of target-dependent death receptor activation by scFv–death ligand fusion proteins. (A) (Left) A homotrimeric, non-aggregated scFv–FasL fusion
protein, comprised of a tumor or tumor stroma-specific scFv for targeting and the bio-inactive, extracellular domain of FasL, is able to bind to but does not
activate Fas signaling at Fas expressing, but target negative cells. (Right) Upon binding to target an ige positive cells via the scFv odule of the fusion protein,
the FasL module is assembled at the targeted cell membrane in a sign l competent manner, ind cing Fas m diated apoptosis on the targeted (autotropic signal)
or adjacent Fas expressing cells (juxtatropic). Note that for the latter target antigen expression is not required (bystander effect). (B) Signaling of an scFv TRAIL
fus n protein. (Left) Homotrimeric, non-aggregated scFv–TRAIL fusion proteins, designed as above for FasL, bind to both TRAILRs at target antigen n gative
cells, but signal only via TRAILR1 (DR4). (Right) Fusion protein assembly at the targeted membrane shows enhanced bioactivity and signals via both,
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protein, comprised of a tumor or tumor stroma-specific scFv for targeting and the bio-inactive, extracellular domain of FasL, is able to bind to but does ot
activate Fas signaling at Fas expressing, but target negative cells. (Right) Upon binding to target antigen positive cells via the scFv module of the fusion protein,
the FasL module is assembled at the targeted cell membrane in a signal competent manner, inducing Fas mediated apoptosis on the targeted (autotropic signal)
or adjacent Fas expressing cells (juxtatropic). Note that for the latter target antigen expression is not required (bystander effect). (B) Signaling of an scFv TRAIL
fusion protein. (Left) Homotrimeric, non-aggregated scFv–TRAIL fusion proteins, designed as above for FasL, bind to both TRAILRs at target antigen negative
cells, but signal only via TRAILR1 (DR4). (Right) Fusion protein assembly at the targeted membrane shows enhanced bioactivity and signals via both,







effects in mice, but it interfered with the development f
FAP expressing tumor-xenotranspla ts [70]. Future studies
have to show wh ther tumor targeted cell surface
immobilization-mediated activ ion f soluble CD95L
fusion proteins can be widely used to locally ac ivate
CD95. Noteworthy, bispecific antibodies containing a non-
ago istic CD95-specific antibody fragment also activate
CD95 upon cell surface a tigen-mediat d i mobilization
[72].
Cell surface targeting-depe dent activation of CD95L
fusion proteins may be also used to ki activated T-cells in
graft ver us host dis ase in transplantation. For example,
b functi nal fus on proteins f soluble CD95L wit IL2 and
with t e extracellular domain f CTLA4, respectively, have
been described [73–75]. These fus on proteins effectively
triggered CD95 on T-cells in vitro, but also showed a
significant, targ t-independent CD95L ac vity that would
put clinical applications at risk. The targeting-independent
activity of these constructs seems to be relat d to activation
of the CD95L domain by sec ndary aggregation. In case of
the IL2–Fc–CD95L fusi n protein the F part may enforce
h xam rization, thus leading to a CD95L ormat which,
similar to CD95L–Fc (see ab ve), is already sufficient to
activa e CD95 without cell surface immobilization [73].
Likewise, CTLA4 is a disulfide bridge linked dimer,
potentially e abling inter-trim r oligomerization of the
H. Wajant et al. / Cytokine & Growth Factor Reviews 16 (2005) 55–7660
Fig. 1. Model of target-dependent death receptor activation by scFv–death ligand fusion proteins. (A) (Left) A homotrimeric, non-aggregated scFv–FasL fusion
protein, comprised of a tumor or tumor stroma-specific scFv for targeting and the bio-inactive, extracellular domain of FasL, is able to bind to but does not
activate Fas signaling at Fas expressing, but target negative cells. (Right) Upon binding to target antigen positive cells via the scFv module of the fusion protein,
the FasL module is assembled at the targeted cell membrane in a signal competent manner, inducing Fas mediated apoptosis on the targeted (autotropic signal)
or adjacent Fas expressing cells (juxtatropic). Note that for the latter target antigen expression is not required (bystander effect). (B) Signaling of an scFv TRAIL
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this model on the relative contribution of direct tumor cell
apoptosis induction versus stimulation of the innate immune
system for the antitumoral effect of the CD95L prodrug on
FAP-positive tumors.
In conclusion, we show that by genetic engineering a
protein prodrug of CD95L can be generated that fulfills the
essential criteria of a target restricted, antitumoral action. Our
data prompt the following two-step odel of CD95L prodrug
activation and CD95 stimulation of target antigen- (FAP)
expressing cells (Figure 9). First, the FAP-binding scFv of the
prodrug traps this olecule on the cell surface of FAP-positive
cells. Then, cell-associated MMPs/uPA cleaves the protease-
sensitiv linker between the inhibitory CD95 domain and the
scFv-domain, allowing releas by dissociatio and/or further
proteolytic degr dation of the CD95 receptor domain. The
unmasked scFV-CD95L module stays membrane bound and
now mimics membrane CD95L, exerting a high signal
capaci y towards CD95-expressing cells in an autotropic
and juxtatropic signaling mode. As tumor-selective activation
of the prodrug is encompassed by tumor-associated pro-
teases, we envisage that this principle can be applied for any
cell surface molecule expressed by the tu or cells them-
selves, the tumor vasculature or stroma, as exemplified here
using FAP as amodel antigen. The animal studies provide first
evidence for target-dependent processing and functional,
tumor-restricted activation of the CD95L prodrug in vivo,
warranting further studies on the systemic applicability, safety
and antitumor efficacy of CD95L prodrugs.
Materials and Methods
Plasmids and cell lines. Using standard molecular cloning techniques, we
engineer d pCR3.1- (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) derived expression plasmids
ncoding chimeric proteins that are build up as indicated in Figure 1 of in-frame-
linked cDNA fragments encoding a leader sequence, human and/or murine FAP-
specific scFvs, a Flag tag, amino acids 139–281 of human CD95L, amino acids 15–
173 of human CD95, amino acids 110–139 of chicken tenascin-C and MMP2- or
uPA-sensitive peptide linkers. The constructs were subcloned into the pIRESpuro3
vector (BD Biosciences, Clontech, Heidelberg, Germany) and finally the sequence
of the chimeric cDNAs was confirmed by sequencing. HEK293 cells were obtained
from the American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). The HT1080 and
the FAP-expressing HT1080FAP cells were a kind gift f W. Rettig (Boehringer
Ingelheim Pharma, Vienna, Austria). Cells were cultured in RPMI 1640 medium
(Biochrom, Berlin, Germany) supplemented with 5% fetal calf serum (FCS).
HT1080FAP cells were grown in the presence of 250mg/ml G418. Stably
transfected cells expressing the fusion proteins were cultivated in the presence of
5 mg/ml puromycin.
Production and purification of recombinant proteins. The various
CD95L fusion proteins were produced in HEK293 cells after transient transfection of
the corresponding expression plasmids using lipofectamine 2000 (Invitrogen,
Karlsruhe, Germany). Aft r 3 days of cell culture in serum-free medium (Optimem,
Invitro en, Karlsruhe, Germany), supernatants were collected. Alt natively,
HEK293 were stably transfected with th pIRESpuro3-derived expr ssion
constructs by selection with puromycin. For protein production, stable clones
were expanded and grown to approximately 75% confluence in FCS-supplemented
medium. FCS-containing medium was then removed and serum-free Optimem
medium was added. Supernatants were collected after culture for 2–3 days and
fusion proteins were purified by affinity chromatography on an anti-Flag M2 agarose
column. After elution with PBS supplemented with 100mM Flag peptide (Sigma,
Steinheim, Germany), protein-containing fractions were dialyzed against PBS and
analyzed by SDS-PAGE.
Flow cytometry. HT1080 and HT1080FAP cells were incubated for 2 h at 41C
with 5mg/ml of the indicated CD95L fusion protein. After washing three times with
PBS, 0.2% FCS, 0.02% sodium azide, bound fusion proteins were detected by anti-
Flag mAb M2 (1mg/ml Sigma, Steinheim, Germany) and fluoresceine
isothiocyanate-labeled rabbit anti-mouse IgG Ab (1mg/ml Sigma, Steinheim,
Germany). Analyses were performed using EPICS-XL (Coulter, Krefeld, Germany)
according to sta dard procedures.
Chemical crosslinking with BS3. The indicated CD95L fusion protein
(200 ng) was incubated with varying concentrations of the chemical crosslinker BS3
(Pierce, Rockford, USA) for 30min on ice in a total volume of 18ml. The crosslinking
reaction was quenched by adding 2 ml 1 M Tris-HCl (pH 7.5) and proteins were
finally analyzed by SDS-PAGE and Western Blot.
Activation of CD95L prodrugs. For in vitro activation of prodrugs, the
purified pr teins (12 mg/ml) were incubated with 2 mg/ml r combinant MMP-2
(Merck Bioscience GmbH, Schwalbach, Germany) in reaction buffer (20 mM ZnSO4,
1 mM CaCl2, 0.05% Brij-35, 50mM Tris-HCl (pH 7.5)) for 6 h at 371C. Prodrug
processing and activity were finally analyzed by SDS-PAGE, Western Blot and
viability assay. To analyze cell-mediated processing of CD95L prodrugs, HT1080
and HT1080FAP cells (2! 104/well) were grown overnight in 100ml culture medium
in 96-well plates. The following day, medium was replaced by 100ml Optimem
containing 10mg/ml purified prodrug. After 16 h of incubation, the supernatant was
centrifuged and further analyzed by Western Blot with anti-Flag Ab. To verify the
specificity of processing, cells were preincubated with 25mM f the MMP inhibitor
Ilomastat (Chemicon I ternational, Hofheim, Germany). Molecular weight standards
were obtained from Biorad (Munich, Germany and Fermentas, St. Leon-Rot,
Germany).
Native gel electrophoresis. Four hundred nanograms of purified protein
was separated by native gel electrophoresis in 1! Tris-Glycin running buffer
Figure 9 Model of FAP-dependent and MMP-mediated activation of an FAP-
specific CD95L prodrug. The FAP-specific CD95L prodrug stays inactive on
antigen-negative cells. On FAP-expressing cells, the scFv module of the prodrug
traps this molecule on the cell surface. The still inactive CD95L prodrug can n w be
processed by cell surface-associated MMPs, leading to the release of the trimeric
inhibitory CD95 domain. The unmasked, membrane-bound CD95L now mimics
membrane CD95L exerting high signal capacity towards CD95-expressing cells
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effects in mice, but it i erfered with the development f
FAP expressing tumor-xenotr nspl ts [70]. Future studies
have to show whether tumor targeted cell surfac
immobilization-mediated activ ion of soluble CD95L
fusion proteins can be widely used to locally activate
CD95. Noteworthy, bispecific antibodies containing a non-
agonistic CD95-specific antibody fragment also activate
CD95 upon cell surface antigen-mediat d i mobilization
[72].
Cell surface targeting-dependent activation of CD95L
fusion proteins may be also used to kil activated T-cells in
graft ver us host disease in transplantation. For example,
bifuncti nal fus on proteins of soluble CD95L with IL2 and
with t e extracellular omain f CTLA4, r spectively, have
been described [73–75]. These fus on proteins effectively
triggered CD95 on T-cells in vitro, but also showed a
sig ificant, targe - ndependent CD95L ac vi y that would
put clinical applications at risk. The targeting-independent
activity of these constructs seems to be related to activation
of the CD95L domain by secondary aggregation. In case of
the IL2–Fc–CD95L fusi n protein the F part may enforce
h xam rizatio , thus le ding to CD95L ormat which,
similar to CD95L–Fc (see ab ve), is already sufficient to
activa e CD95 without cell surface immobilization [73].
Likewise, CTLA4 is a disulfide bridge linked dimer,
potentially e abling inter-trim r oligomerization of the
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Fig. 1. Model of target-depende t death receptor activation by scFv–death ligand fusion proteins. (A) (Left) A homotrimeric, no -aggregated scFv–FasL fusion
protein, comprised of a tumor or tumor stroma-specific scFv for targeting and the bio-inactive, extracellular domain of FasL, is able to bind to but does not
activate F s signaling at Fas expressing, but target negative cells. (Right) Upo bindi g to target an ige p sitive ce ls vi the scFv odule of the fusion protein,
the FasL module is assembled at the targeted cell membrane in a signal competent manner, inducing Fas mediated apoptosis on the targeted (autotropic sig al)
or adjacent Fas expressing cells (juxtatropic). Note that for the latter target antigen expression is not required (bystander effect). (B) Signaling of an scFv TRAIL
fusi n protein. (L ft) Homotrimeric, non-aggregated scFv–TRAIL fusion proteins, designed as above for FasL, bind to both TRAILRs at target tigen negative
cells, but signal only via TRAILR1 (DR4). (Right) Fusion protein assembly at the targeted membrane shows enhanced bioactivity and signals via both,
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fusion protein. (Left) Homotrimeric, non-aggregated scFv–TRAIL fusion proteins, designed as above for FasL, bind to both TRAILRs at target antigen negative
cells, but signal only via TRAILR1 (DR4). (Right) Fusion protein assembly at the targeted membrane shows enhanced bioactivity and signals via both,
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Fig. 1. Model of target-dependent death receptor activ tion by sc v–death ligand fusion proteins. (A) (Left) A homotrimeric, non-aggregated scFv–FasL fusion
protein, comprised of a tumor or tumor stroma-specific scFv for targeting and the bio-inactive, extracellular domain of FasL, is able to bind to but does not
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this model on the relative contribu ion of direct tumor cell
apoptosis induction versus s imulation of the innate i mune
system for the antitumoral effect of the CD95L prodrug on
FAP-positive tumors.
In conclusion, we show that by genetic engineering a
protein prodrug of CD95L can be generated that fulfills the
essential criteria of a targ t restric ed, antitumoral action. Our
data pro pt the f llo ing two-st p model of CD95L prodrug
activation and CD95 stimulation of target antigen- (FAP)
expressing cells (Figure 9). First, the FAP-binding scFv of the
prodrug traps this molecule on the cell surface of FAP-positive
cells. Th n, cell-associ ted MMPs/uPA cl ave the protease-
sensitive linker between the inhibitory CD95 domain and the
scFv-domain, allowing r le se by dissociatio and/or further
proteolytic degradation of the CD95 receptor domain. The
unmaske scFV-CD95L module stays me brane bound and
now mimics mb ane CD95L, exerting a high signal
capacity towards CD95-express ng cells i an autotropic
and juxtatropic sign ling od . As tumor-selective activation
of the prodrug is encompassed by tumor-associated pro-
t ases, we envisage th t this principle can b applie for any
cell surface molecul expressed by th tumor cells them-
selves, th tumor vasculature or stroma, as exemplified here
using FAP as amodel tigen. The animal studies pr vide first
evidence for target-dependent processing and functional,
tumor-restricted activation of the CD95L prodrug in vivo,
warranting further studies on the systemic applicability, safety
and antitumor efficacy of CD95L prodrugs.
Materials and Methods
Plasmids and cell lines. Using standard molecular cloning techniques, we
engineered pCR3.1- (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) derived expression plasmids
encoding chimeric proteins that are build up as indicated in Figure 1 of in-frame-
linked cDNA fragments encoding a leader sequence, human and/or murine FAP-
specifi scFvs, a Flag tag, amino acids 139–281 of human CD95L, amino acids 15–
173 of human CD95, amino acids 110–139 of chicken tenascin-C and MMP2- or
uPA-sensitive peptide linkers. The constructs were subcloned into the pIRESpuro3
vector (BD Biosciences, Clontech, Heidelberg, Germany) and finally the sequence
of the chimeric cDNAs was confirmed by sequencing. HEK293 cells were obtained
from the American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). The HT1080 and
the FAP-expressing HT1080FAP cells were a kind gift of W. Rettig (Boehringer
Ingelheim Pharma, Vienna, Austria). Cells were cultured in RPMI 1640 mediu
(Biochrom, Berlin, Germany) supplemented with 5% fetal calf serum (FCS).
HT 080FAP cells were grown in the presence of 250mg/ml G418. Stably
transfected cells expressing the fusion proteins were cultivated in the presence of
5 mg/ml puromycin.
Product n and purification of recombinant proteins. The various
CD95L fusion proteins were produced in HEK293 cells after transient transfection of
the cor esponding expression plasmids using lipofectamine 2000 (Invitrogen,
Karlsruhe, Germany). After 3 days of cell culture in serum-free medium (Optimem,
Invi rogen, Karlsruhe, Germany), supernatants were collected. Alternatively,
HEK293 were stably tran fected with the pIRESpuro3-deriv d expressio
constructs by selection with puromycin. For protein production, stable clones
were xpanded and grown to approximately 75% confluence in FCS-supplemented
m dium. FCS-containing medium was then removed and serum-free Optimem
medium w s added. Supernatants were collected after culture for 2–3 days and
fusion proteins were purified by affinity chromatography on an anti-Flag M2 agarose
column. After elution with PBS supplemented with 100mM F ag p ptide (Sigma,
Steinheim, Germany), protein-containing fractions were dialyzed against PBS and
analyzed by SDS-PAGE.
Flow cytometry. HT1080 and HT1080FAP cells were incubated for 2 h at 41C
with 5mg/ml of the indicated CD95L fusion protein. After washing three times with
PBS, 0.2% FCS, 0.02% sodium zide, bound fusion proteins were detected by anti-
Flag mAb M2 (1mg/ml Sigma, Steinheim, Germany) and fluoresceine
isothiocyanate-labeled rabbit anti-mouse IgG Ab (1mg/ml Sigma, Steinheim,
Ger any). Analyses were performed using EPICS-XL (Coulter, Krefeld, Germany)
according to standard procedures.
Chemical crosslinking with BS3. The indicated CD95L fusion protein
(200 g) was incubated with varying concentrations of the chemical crosslinker BS3
(Pierce, Rockford, USA) for 30min on ice in a total volume of 18ml. The crosslinking
reaction as quenched by adding 2 ml 1 M Tris-HCl (pH 7.5) and proteins were
finally analyzed by SDS-PAGE and Western Blot.
Activatio of CD95L prodrugs. For in vitro activation of prodrugs, the
purified proteins (12 mg/ml) were incubated with 2 mg/ml recombinant MMP-2
(Merck Bioscience GmbH, Schwalbach, Germany) in reaction buffer (20 mM ZnSO4,
1 mM CaCl2, 0.05% Brij-35, 50mM Tris-HCl (pH 7.5)) for 6 h at 371C. Prodrug
processing and activity were finally analyzed by SDS-PAGE, Western Blot and
viability assay. To analyze cell-mediated processing of CD95L prodrugs, HT1080
and HT1080FAP cells (2! 104/well) were grown overnight in 100ml culture medi m
in 96-well plates. The following day, medium was replaced by 100ml Optimem
cont ini g 10mg/ml purified prodrug. After 16 h of incubation, the supernatant was
centrifuged and further analyzed by Western Blot with anti-Flag Ab. To verify the
specificity of processing, cells were preincubated with 25mM of the MMP inhibitor
Ilomastat (Chemicon International, Hofheim, Germany). Molecular weight standards
were obtained from Biorad (Munich, Germany and Fermentas, St. Leon-Rot,
Germany).
Native g l electrophoresis. Four hundred nanograms of purified protein
was separat d by native gel electrophoresis in 1! Tris-Glycin running buffer
Figur 9 Model of FAP-dependent a d MMP-m diated activ ion of an FAP-
pecific CD95L prodrug. The FAP-specific CD95L pr drug stays i active on
an igen-negative cells. On FAP- xpressing cells, the scFv module of the prodrug
traps this mol cule on the cell surface. The still inactive CD95L prodrug can n w be
processed by cell surface-associated MMPs, leading to the release of the trimeric
inhibitory CD95 domain. The unmasked, membrane-bound CD95L now mimics
membrane CD95L exerting high signal capacity towards CD95-expressing cell
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Fig. 1. Model of target-dependent death receptor activ tion by sc v–death ligand fusion proteins. (A) (Left) A homotrimeric, non-aggregated scFv–FasL fusion
protein, comprised of a tumor or tumor stroma-specific scFv for targeting and the bio-inactive, extracellular domain of FasL, is able to bind to but does not
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the FasL module is as emble at the targeted cell embrane in a signal competent manner, induci g Fas mediated apoptosis on the targeted (autotropic signal)
or adjacent Fas expressing cells (juxtatropic). Note that for the latter target antigen expression is not required (bystander effect). (B) Signaling of an scFv TRAIL
fusion protein. (Left) Homotrimeric, n n- ggregated scFv–TRAIL fusion prot ins, designe as above for FasL, bind to both TRAILRs at target antigen negative
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a) Les)protéines)de)fusion)sans)activité)de)ciblage-
   Ces protéines de fusion sans activité de ciblage sont polymériques donc directement 
actives (Figure 27 panel A). Pour polymériser le sFasL, différents domaines connus pour 
s’auto-associer ont été fusionnés à l’extrémité aminoterminale de FasL. Ces domaines sont : 
le module leucine-zipper qui sert de domaine de liaison à l’ADN, le fragment constant de 
IgG1 (aa 108-338) et le domaine collagène de l’adiponectine (ou ACRP30) (aa 18 à 111). Ces 
protéines de fusion sont ainsi respectivement nommées FIZ-shFasL (Shiraishi et al., 2004), 
Fc:FasL et ACRP:FasL (Holler et al., 2003b).  Les analyses de structure et de stœchiométries 
indiquent que Fc:FasL comme ACRP:FasL possèdent au minimum une structure hexamérique 
qui est stabilisée par des ponts disulfures (Holler et al., 2003b). A ma connaissance, la 
structure de la protéine FIZ-shFasL n’a pas été caractérisée mais on peut supposer que sa 
structure est au moins hexamérique puisqu’elle stimule l’apoptose des cellules tumorales.  
 
L’ACRP:FasL est la protéine de fusion sFasL la plus étudiée, elle est également 
appelée AP010 ou MégaFasL ou TOPOTarget®. Elle possède une forte activité anti-tumorale 
in vitro et in vivo vis-à-vis de lignées tumorales issues de carcinomes cutanés, coliques, 
ovariens, de lymphomes et de gliomes. De plus, cet effet cytotoxique est potentialisé suite à 
un traitement par radiothérapie ou par diverses chimiothérapies classiques (Eisele et al., 2011; 
Verbrugge et al., 2010; Holler et al., 2003a; Rikhof et al., 2008). L’injection in vivo de la 
molécule ACRP:FasL n’est pas létale pour la souris mais  son mode d’administration semble 
influer sur son efficacité thérapeutique. Dans un modèle orthotopique de souris xénogreffée 
avec des cellules de gliomes, il a montré que l’ACRP:FasL est actif uniquement après 
injection locale (40 ng/injection) mais pas après une injection intrapéritonéale (150 
µg/injection) (Eisele et al., 2011). Cette différence d’effet s’explique probablement par la 
difficulté du passage de la molécule à travers la barrière hémato-encéphalique. Une seconde 
étude préclinique chez la souris rapporte que l’injection intrapéritonéale de ACRP:FasL 
provoque un effet systémique associé à une perte de poids, une chute des plaquettes et une 
toxicité hépatique qui sont dans les 7 jours suivant le traitement (Rikhof et al., 2008; 
Verbrugge et al., 2009). 
En 2007, un essai clinique de phase I a été démarré dans le but de déterminer la sûreté 
et la dose tolérée de l’ACRP:FasL. Le protocole consiste à injecter par voie intraveineuse 
l’ACRP:FasL à des doses croissantes sur une durée de 6 semaines chez des patients atteints de 
tumeurs solides. Aucune conclusion n’a été rapportée à jour (ClinicalTrials.gov Identifier: 
NCT00437736). Il est possible qu’au vu des résultats précliniques obtenus après le lancement 
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de l’essai clinique, les investigateurs attendent de nouvelles données pour améliorer le 
protocole et notamment le mode d’administration de l’ACRP:FasL. 
 
b) Les)protéines)de)fusion)avec)activité)de)ciblage-
Pour réduire les effets non spécifiques, différents domaines de ciblage ont été 
fusionnés au sFasL. Pour comprendre leurs mécanismes d’action, il faut savoir que ces 
molécules ne sont pas polymériques et sont pour la plupart d’entre-elles sous forme 
trimérique. En l’absence de fixation de la molécule de ciblage, la protéine de fusion est donc 
faiblement cytotoxique (Figure 27 panel B). Lorsque la protéine de fusion rencontre 
l’antigène tumoral, celle-ci s’immobilise, se concentre et se polymérise à la surface des 
cellules tumorales. Le domaine FasL est alors présent à la surface de la cellule comme un 
« bouquet » comme l’est le FasL membranaire présent dans les radeaux lipidiques. Ce 
mécanisme est suffisant pour rendre le domaine FasL biologiquement actif et donc capable 
d’exercer son activité cytotoxique en activant le récepteur Fas. L’activation de la protéine est 
donc dépendante de la présence de l’antigène et de la capacité de ciblage de la molécule. Les 
protéines ainsi concentrées au niveau du site tumoral agissent en cis-, c’est à dire sur la cellule 
elle-même,  ou en trans-, c’est à dire sur la cellule adjacente (Figure 27 panel B).  
 
La protéine FasL étant une protéine de type II, toute protéine de type I peut donc être 
fusionnée à l’extrémité amino-terminale de FasL, pour conserver le deux sites actifs celui du 
FasL et celui de la protéine de ciblage. Deux types de domaines de ciblage ont ainsi été 
fusionnés: un anticorps ou un récepteur.  
 
(1) La protéine sFasL fusionnée à un récepteur :  
Ces molécules possèdent l’avantage d’induire un double signal médié par le domaine 
de ciblage et par le FasL. A titre d’exemple, la molécule CTLA4-FasL a été générée par 
fusion du domaine extracellulaire de CTLA4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Associated Protein 4) 
et de sFasL. Le CTLA4 est un récepteur inhibiteur qui interagit la molécule co-stimulatrice 
CD80 présente à la surface des cellules dendritiques ou des lymphocytes B activés (Huang & 
Tykocinski, 2001). L’immobilisation de la molécule CTLA4-FasL à la surface des cellules 
CD80+ induit 2 mécanismes importants : (1) l’inhibition de l’interaction du CD80 avec son 
ligand CD28, causant l’anergie des lymphocytes T (2) l’apoptose des lymphocytes T 
environnants via le domaine FasL (Elhalel,  2003; Orbach et al., 2007, 2010). Cette molécule 
est actuellement étudiée dans l’objectif de limiter une réponse immunitaire exacerbée chez les 
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patients transplantés ou atteints de maladie auto-immune (Elhalel et al., 2003; Zhang et al., 
2012). Une application anti-tumorale est également envisagée pour traiter les patients atteints 
de de lymphomes B (Orbach et al., 2010).  
Sur le même modèle, la protéine de fusion CD40-FasL a été obtenue en fusionnant le 
domaine extracellulaire du récepteur CD40 et le domaine extracellulaire du FasL (Assohou-
Luty et al., 2006). Le récepteur CD40, exprimé à la surface des lymphocytes B sains et 
tumoraux, induit un signal de survie et de prolifération après interaction avec le CD40L 
(CD40 Ligand) (Pham et al., 2002). CD40L est, quant à lui, exprimé à la surface des 
lymphomes B et des lymphocytes T activés. La molécule de fusion CD40-FasL a donc été 
générée pour inhiber la prolifération et induire spécifiquement l’apoptose des cellules 
lymphomateuses B ou T (Orbach et al., 2010). Une étude récente indique que ces 2 molécules 
de fusion CTLA4-FasL et CD40-FasL activent la cascade des caspases et, en parallèle, 
inhibent l’expression de la protéine anti-apoptotique c-FLIP pour sensibiliser les cellules au 
signal apoptotique (Orbach et al., 2010).  
  
(2) Les protéines sFasL fusionnées à un anticorps :  
Ces protéines de fusion sont obtenues par fusion à l’extrémité amino-terminale du 
sFasL d’un anticorps monochaine spécifique d’antigènes tumoraux. Ces anticorps 
monochaîne sont construits par la fusion des fragments variables de la chaine légère et de la 
chaîne lourde de l’Ig séparés un espaceur peptidique, ils sont ainsi nommés scFv (pour single 
chain Fragment variable).  
 
Bremer et al., ont synthétisé la molécule de fusion scFvRitux:FasL en fusionnant la 
monochaîne du Rituximab dirigé contre le CD20 et le sFasL. Cette molécule active 
simultanément le signal CD20 et le récepteur Fas qui agissent ainsi en synergie pour activer 
l’apoptose des lymphomes B. De manière intéressante, l’activité apoptotique mesurée après 
traitement avec le scFv:Ritx est largement supérieure à celle mesurée après un co-traitement 
avec du Rituximab et un anticorps agoniste anti-Fas. De plus cette molécule n’induit pas de 
toxicité hépatique chez la souris et ne stimule pas l’apoptose de lymphocytes sains issus de 
sang périphérique (Bremer et al., 2008). 
La protéine de fusion trimérique sc40-FasL a été générée par la fusion d’une 
monochaîne d’anticorps sc40 qui reconnaît la protéine FAP (pour Fibroblaste activation 
protein) et du domaine extracellulaire du FasL. La protéine FAP est une protéine 
transmembranaire exprimée par les péricytes et les fibroblastes activés tumoraux dans plus de 
90% des cancers épithéliaux humains examinés (Santos et al., 2009).  Cette protéine de fusion 
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permet une immobilisation de FasL à la surface des cellules exprimant FAP et induit 
spécifiquement l’apoptose des cellules tumorales FAP+ in vitro mais aussi in vivo dans un 
modèle de souris immunodéficiente xénogréffée par une lignée sarcomateuse humaine sans 
induire d’effet systémique (Samel et al., 2003).  Cette stratégie a aussi certaines limites. 
Premièrement, l’anticorps anti-FAP a tendance à s’auto-agréger, ainsi le sFasL se polymérise 
indépendamment de l’antigène ce qui induit une toxicité non contrôlée (Samel et al., 2003). 
Deuxièmement, la plupart des antigènes ciblés par les anticorps ne sont pas spécifiques des 
cellules tumorales et peuvent être aussi exprimés par des cellules saines, la fixation de la 
protéine de fusion sur ces cellules pourrait donc provoquer des effets systémiques importants.  
 
C’est dans le but de limiter ces effets secondaires que l’équipe de Wajant et al., a 
imaginé un concept très intéressant de pro-drogue qui avait auparavant été mis au point pour 
une molécule de fusion dérivée TNF (Gerspach et al., 2006). La molécule SC36-CD95L-PD 
est ainsi constituée de 5 domaines fonctionnels (Figure 27, Panel C) :  (1) le domaine 
extracellulaire du Fas (aa 15 à 173) ; (2) le domaine de trimérisation ténascine C (aa 110-
139) ; (3) un site de clivage par la protéase uPA (urokinase-type plasminogen 
activator)  spécifique des cellules stromales tumorales; (4) un anticorps monochaîne sc36 
anti-FAP pour cibler les cellules stromales tumorales ; et enfin (5) le sFasL  (Watermann et 
al., 2007). Le domaine amino-terminal Fas interagit avec le domaine sFasL de manière inter-
ou intra-moléculaire inhibant ainsi son activité apoptotique non spécifique. Le domaine de 
trimérisation Ténascine C sert à oligomériser le récepteur Fas pour augmenter son avidité à la 
molécule FasL adjacente. La structure polymérique n’a pas été précisement définie mais cette 
biomolécule est probablement produite par les cellules humaines HEK sous forme 
polymérique (hexamère et au delà). 
Cette molécule fixe initialement les cellules stromales tumorales via l’interaction de 
l’anticorps avec son antigène FAP cible. La molécule ainsi immobilisée à la surface de la 
cellule est clivée par la protéase endogène uPA, qui relargue le domaine inhibiteur Fas du 
domaine scFv-FasL. La reconnaissance de l’antigène et l’immobilisation de la molécule à la 
surface de la cellule sont obligatoires mais non suffisantes pour activer la pro-drogue, puisque 
l’expression de la protéase uPA est aussi nécessaire pour cliver le domaine Fas inhibiteur et 
libérer le FasL. L’efficacité anti-tumorale in vivo de cette pro-drogue a été évaluée dans un 
modèle de souris immunodéficientes xénotransplantées par la lignée sarcomateuse humaine. 
Après traitement, une régression tumorale est uniquement observée chez les souris greffées 
par les tumeurs exprimant l’antigène de ciblage FAP et la protéase uPA. De plus, la pro-
drogue FasL n’induit aucun effet systémique chez la souris (Watermann et al., 2007).  
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Finalement, l’utilisation du système Fas/FasL pour traiter les cancers paraît attractive 
mais son succès requiert encore une meilleure connaissance des mécanismes de résistance à 
l’apoptose pour chaque type de tumeur. La combinaison de différents traitements est 
certainement la voie plus prometteuse alliant par exemple, les chimiothérapies classiques pour 
sensibiliser les cellules tumorales à l’apoptose et  un traitement ciblé via les protéines de 
fusion sFasL. 


















Nous avons vu que le FasL soluble (sFasL) est trimérique et possède une activité 
apoptotique très réduite, et que le degré minimum d’agrégation requis serait un hexamère, soit 
deux trimères de sFasL (Holler et al., 2003). L’agrégation par un anticorps génère bien une 
molécule hautement cytotoxique, mais qui induit une hépatite fulminante létale chez l’animal, 
liée à la présence des fragments Fc de l’immunoglobuline (Schneider et al., 1998). Au 
laboratoire a été générée une molécule dérivée du sFasL fonctionnelle appelée pFasL 
(polymeric FasL) qui est spontanément polymérique. Cette molécule possède un fort pouvoir 
cytotoxique in vitro comme in vivo et ce sans induire de toxicité systémique. La structure et 
l’activité anti-tumorale de cette molécule seront brièvement décrites dans la première partie 
des résultats.  
De façon à orienter son activité vers une cellule cible, différents domaines de ciblage ont 
été fusionnés à l’extrémité N-terminale de la molécule pFasL : un TCRγ4δ5, une molécule de 
présentation antigénique (HLA-A*02:01) et la molécule CD80 dans le but de cibler 
respectivement des cellules carcinomateuses exprimant l’EPCR, des lymphocytes T 
allogéniques anti-A2 dans le cadre de la transplantation, ou encore les cellules de myélome 
car elles expriment l’antigène CD28, récepteur de CD80. Durant mon stage doctoral, je me 
suis particulièrement intéressée à la génération de la protéine de fusion associant le TCRγ4δ5 
et le pFasL. Les caractéristiques biochimiques et fonctionnelles de cette chimère TCRγ4δ5-
pFasL seront décrites dans la seconde partie de ce chapitre. Nous avons ensuite identifié un 
moyen d’optimiser la production et l’activité anti-tumorale de ces différentes protéines de 
fusion. Ce projet a fait l’objet d’une publication qui est actuellement soumis pour publication 
dans le journal PLOS One. Les résultats obtenus seront décrits sous la forme d’un article dans 
la troisième partie de ce chapitre.  
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Partie I : 
Caractérisation biochimique et fonctionnelle de la protéine chimérique 
soluble FasL polymérique : la molécule pFasL 
 
  L’objectif de ce projet consistait à générer un nouvel isoforme soluble et fonctionnel 
du FasL qui ne requiert pas d’agent de couplage pour être cytotoxique. Ce travail est 
actuellement en cours de revue au journal PLOS One, l’article soumis est joint en annexe 1. 
 
Le laboratoire a pendant longtemps étudié la molécule gp190 qui est une chaîne du 
récepteur à la cytokine LIF (Leukemia Inhibitory Factor). La partie extracellulaire de cette 
molécule gp190 possède des propriétés d’auto-association, elle est constituée de 2 domaines 
de liaison à la cytokine nommés D1 et D2 qui sont séparés par un module de type 
Immunoglobuline nommé Ig ou « Ig-like » (Taupin et al., 1999; Voisin et al., 2002). Il a donc 
été supposé que la fusion de ces différents domaines au sFasL devait pouvoir engendrer une 
chimère qui aurait toutes les chances d’être polymérique et donc hautement cytotoxique. Les 
molécules D1IgD2-FasL, D2-FasL et IgFasL ont ainsi été construites en fusionnant les 
différents modules extracellulaires de la gp190 (D1IgD2 ou D2 ou Ig) au domaine 
extracellulaire du FasL (aa 108-281).  
 
Dans un premier temps, l’activité apoptotique de ces protéines de fusion a été 
caractérisée in vitro. Toutes ces molécules stimulent l’apoptose de cellules tumorales 
humaines mais avec une efficacité différente. Les résultats montrent que cette efficacité 
dépend fortement du degré de polymérisation de la molécule et probablement de son 
encombrement stérique. La molécule IgFasL a ainsi été choisie car elle possédait une 
efficacité cytotoxique largement supérieure aux autres. En condition native, l’IgFasL se 
présente sous deux formes cytotoxiques de haut poids moléculaires  correspondant à une 
forme hexamérique et à une forme dodécamérique. Le domaine fusionné de type « Ig-like » 
permet, en effet, de polymériser les trimères de sFasL en générant des ponts disulfures. De par 
sa structure polymérique, l’IgFasL a été renommée pFasL (pour polymeric FasL), afin 
d’éviter toute confusion avec le domaine constant des Immunoglobulines. L’affinité de pFasL 
pour le récepteur Fas a été déterminée par la technique de Biacore® et la constante de 
dissociation (ou Kd) est égale à 11,6 nM. Cette affinité est environ 6 fois supérieure à celle 
retrouvée pour le sFasL qui est estimé à 69,6 nM dans cette étude.  
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Pour déterminer l’effet du pFasL sur la structure du récepteur Fas, une molécule 
chimérique a été générée en fusionnant le domaine extracellulaire du récepteur Fas et les 
domaines transmembranaire et intracellulaire du récepteur gp130. Ce récepteur Fas-gp130 a 
ensuite été transfectée dans des cellules BA/F3 dont la survie et la prolifération sont assurées 
par le le module intracellulaire du récepteur gp130 qui transmet un signal activateur après un 
changement de conformation. Dans ce modèle cellulaire, nous avons ainsi voulu déterminer la 
capacité de différents agonistes du FasL à induire un changement de conformation du module 
intracellulaire gp130 du récepteur Fas-gp130. Nous avons ainsi evalué la viabilité des cellules 
BA/F3 Fas-gp130 en présence d’un anticorps agoniste anti-Fas (IgM clone 7C11) ou en 
présence de pFasL. Le résultat de ce test indique que l’anticorps agoniste anti-Fas 7C11) n’est 
pas capable d’induire la prolifération des cellules BA/F3 transfectées, suggérant que cet 
agoniste n’induit pas de modification structurale du récepteur Fas-gp130 et que la 
polymérisation de ce récepteur ne suffit pas à induire son activation. Par contre, la molécule  
pFasL induit une prolifération de ces cellules BA/F3 supposant que contrairement à 
l’anticorps agoniste 7C11, la molécule pFasL est capable de modifier la conformation 
intracellulaire du récepteur Fas-gp130. Finalement, ce modèle suggère que l’activation de Fas 
par les différents agonistes varie qualitativement et quantitativement, ce qui pourrait expliquer 
pourquoi certaines cellules sont résistantes à l’apoptose après activation avec un anticorps 
agoniste alors que ces mêmes cellules entrent en apoptose en présence de FasL polymérique 
(Bénéteau et al., 2008). 
 
L’effet toxique de la chimère pFasL a ensuite été évalué in vivo chez des souris 
immunodéficientes Rag-/- γc-/-. L’injection de 20 µg  par voie intrapéritonéale n’induit pas de 
cytolyse hépatique, d’après la mesure des activités transaminases sériques à 6h et 30h, 
contrairement à l’anticorps agoniste murin IgG JO-2 qui induit une hépatite fulminante létale. 
Puis, l’activité anti-tumorale de pFasL a été ensuite évaluée dans un modèle de greffe sous-
cutanée de la lignée A431 issue d’un mélanome humain. Un ralentissement significatif de la 
croissance tumorale est observé chez les souris traitées par des injections à proximité de la 
tumeur (20 µg de pFasL à J2 et J7) par rapport aux souris traitées avec le contrôle sans FasL. 
Dans une seconde expérience menée avec des injections intrapéritonéales répétées (10 µg de 
pFasL tous les jours de J0 à J7, puis à J9 et à J14), la survie des souris sans apparition de 
tumeur à 35 jours est augmentée, alors que toutes les souris sont mortes avec un traitement 
contrôle sans FasL. 
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Pour conclure, ces travaux démontrent que la molécule pFasL possède une forte 
activité anti-tumorale in vitro comme in vivo vis-à-vis de lignées tumorales d’origine diverses 
et ce sans induire d’effet systémique. Il a donc été décidé de poursuivre l’étude de cette 
chimère. Par ailleurs, cette molécule pFasL a fait l’objet d’un dépôt de brevet par le CNRS 
pour son application dans le domaine de traitement du cancer (Brevet européen 
n°11306392.2-2404 du 27/10/11). 
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Partie II : 
Génération et étude de l’activité anti-tumorale de la protéine chimérique associant le 
TCRγ4δ5 et la molécule pFasL  
 
L’objectif de ce projet a été de générer à partir de la molécule pFasL une bio-molécule 
chimérique soluble capable de cibler les cellules tumorales et d’induire spécifiquement leur 
apoptose. Pour cette capacité de reconnaissance, nous avons choisi de fusionner à l’extrémité 
N-terminale du pFasL un TCRγδ et plus particulièrement un TCRγ4δ5. Contrairement au 
TCRαβ, les TCRγδ ne sont pas restreints par les molécules du CMH, ils sont ainsi 
indépendants du phénomène de restriction au Soi par le système de compatibilité tissulaire 
HLA. Un TCRγ4δ5 a récemment été caractérisé au laboratoire, il reconnaît de manière 
spécifique l’EPCR et cible les cellules endothéliales et les fibroblastes infectés par le CMV 
ainsi que de nombreuses cellules carcinomateuses (sein, côlon, peau, etc) qui surexpriment 
cette molécule à leur surface. Ce TCRγ4δ5 possède donc l’avantage d’une double 
reconnaissance à la fois anti-virale et anti-tumorale (Willcox et al., 2012). L’utilisation de ce 
TCRγ4δ5 comme module de ciblage nous a donc semblé une approche très intéressante et 
novatrice, car à ma connaissance une seule protéine de fusion soluble contenant un TCRαβ a 
été développée pour cibler les cellules cancéreuses (Belmont et al., 2006; Wen et al., 2008). 
De plus, le laboratoire du Dr B.Willcox, avec lequel nous sommes en étroite collaboration, 
avait auparavant généré le TCRγ4δ5 sous forme soluble et avait montré que ce TCR 
conservait sa structure tridimensionnelle ainsi que ses propriétés de fixation à l’EPCR. Ces 
données nous ont donc conforté dans l’idée de générer la molécule de fusion soluble 
TCRγ4δ5-pFasL.  
 
L’objectif de ce projet a ainsi été de produire une molécule TCRγ4δ5-pFasL soluble 
qui conserve sa fonction apoptotique et sa capacité de ciblage pour concentrer spécifiquement 
la molécule à la surface des cellules carcinomateuses EPCR+. Dans cette étude, nous avons 
généré puis étudié (biochimie et fonction) une série de chimères TCRγ4δ5-pFasL de 
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Méthodologie générale                                                                                       s                                                                                                                                      
 
La plupart des techniques et méthodes utilisées pour ce projet seront détaillées dans le 
chapitre suivant (résultats, partie III). Seuls quelques notions utiles à la compréhension seront 
précisées dans ce paragraphe. 
 
Production des chimères TCRγ4δ5-pFasL  
Les différentes protéines TCRγ4δ5-pFasL générées ont été produites par transfection au 
phosphate de calcium des cellules humaines HEK293T ou des cellules de drosophile S2 (pour 
Schneider 2).  
Les cellules HEK293T sont transfectées transitoirement par le plasmide pEDr (dérivé 
du vecteur pED4) contenant l’ADNc de la chimère d’intérêt sous le contrôle du promoteur 
adénoviral MLP (Major Late Promoter) (Kaufman et al., 1991). Les cellules HEK293T 
expriment stablement l’antigène T du virus SV40, ce qui permettra dans la cellule transfectée 
la multiplication sous forme épisomale du vecteur pEDR porteur de l’origine de réplication 
SV40, permettant ainsi d’augmenter de 3 à 5 fois la production de la protéine recombinante 
(Wurm & Bernard, 1999). 
Les cellules S2 de drosophile ont été transfectées transitoirement ou stablement avec le 
vecteur pMT-V5-HisB contenant l’ADNc de la chimère d’intérêt (Invitrogen). Son expression 
est contrôlée par le promoteur méthallothionéine (pMT) inductible par le sulfate de cuivre à 
0,5 mM. Une lignée polyclonale de cellules S2 exprimant stablement la chimère TCRγ4δ5-
pFasL a été obtenue après co-transfection du vecteur contenant l’ADNc de la chimère et du 
vecteur pCoHygro (rapport 19 :1 en µg d’ADN) et après sélection en présence d’hygromycine 
(300 µg/mL). Les cellules S2 sont cultivées en suspension en mini-bioréacteur (Spinner® 
500mL) pour optimiser le rendement de production (Lim et al.,  2008; Wang et al., 2012). 
 
Une étiquette Flag a été insérée entre le TCR et le pFasL pour les protéines de fusion 
TCRγ4δ5-pFasL générées, dans le but d’élargir les possibilités d’étude et de purification des 
chimères grâce à un anticorps monoclonal anti-Flag. De même, cette étiquette Flag a été 
fusionnée à l’extrémité N-terminale du pFasL et du sFasL ainsi renommées pfFasL et fFasL 
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Purification  
Les chimères produites dans le surnageant de culture sont purifiées par 
chromatographie d’affinité utilisant une colonne d’anticorps anti-Flag (Sigma Aldrich). Les 
protéines fixées sur la colonne sont ensuite éluées en condition native par compétition avec le 
peptide Flag 3X (300 µg/ml) dans un tampon isotonique (50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 
7,4), selon les indications du fournisseur. Pour optimiser la purification et minimiser le 
volume de passage de surnageant sur la colonne, une étape préliminaire de concentration des 
surnageants de culture a été mise au point, par précipitation au sulfate d’ammonium. Les 
chimères sont précipitées avec une concentration de sulfate d’ammonium comprise entre 35 et 
70 % (100 % correspond à 767 g/l) puis remises en solution et dialysées contre du tampon 
PBS avant d’être purifiées.  
 
Dosages spécifiques des chimères TCRγ4δ5-pFasL produites  
La présence et la conformation des différentes chimères solubles produites ont été 
évaluées par plusieurs ELISA de type « sandwich » avec : (1) un anticorps de capture : anti-
FasL (clone14C2),  anti-Vγ2,3,4 (clone 23D12) (Kabelitz et al., 1994),  anti-Vδ5 (clone 
12C7) ou anti-Flag, (clone M2) et (2) un anticorps de révélation : anticorps anti-FasL 
biotinylé (clone 10F2) identique pour tous les tests ELISA. Les anticorps anti-FasL (clone 
10F2 et 14C2) et l’anticorps anti-Vδ5 (clone 12C7) ont été générés au laboratoire et obtenus 
après immunisation de souris avec du sFasL humain ou un TCRγ4δ5 soluble. Tous ces 
anticorps reconnaissent leur antigène sous sa forme native.  
 
Test de cytotoxicité cellulaire 
Nous avons mesuré la mort cellulaire de trois façons différentes : 1) avec un test de 
viabilité MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide), 2) avec un test 
de fragmentation de l’ADN par marquage des cellules perméabilisées à l’iodure de 
propidium, ou  3) avec un test de relargage de chrome 51. Ce dernier test est utilisé pour une 
culture mixte de cellules, il permet de quantifier la lyse spécifique d’une parmi deux 
populations, en  pré-marquant la cellule cible avec le radio-isotope 51Cr.  
 
Transduction lentivirale des cellules JRT3  
Dans la deuxième partie de ce projet, nous avons voulu tester dans un modèle 
cellulaire la capacité du TCRγ4δ5 monochaîne soluble construit à interagir avec son ligand 
EPCR. Pour cela, le TCRγ4δ5 monochaîne soluble a donc été transformé en TCRγ4δ5 
membranaire pour être ensuite transduit dans la lignée reportrice lymphocytaire T humaine 
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Jurkat JRT3. Cette lignée n’exprime pas de TCR à la surface en raison d’une mutation sur le 
gène du TCRβ, ainsi, ce modèle est reconnu pour l’étude fonctionnelle de TCR de type αβ et 
γδ. Le TCRγ4δ5 monochaîne membranaire a été cloné dans le vecteur plasmidique TELEW 
contenant le promoteur EF1α (Human Elongation Factor). Les vecteurs d’expression et les 
lentivirus ont été générés par la plateforme de vectorologie lentivirale de la SFR Transbiomed 
(INSERM U876, laboratoire Dr F.Moreau-Gaudry, Université Bordeaux Segalen). 
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Résultats                                                                                                               a      
 
I-  Les différentes protéines de fusion TCRγ4δ5-pFasL générées  
 
Dans le but d’appréhender la conformation du module TCR et du module FasL, 
plusieurs chimères TCRγ4δ5-pFasL ont été construites en fusionnant à façon les ADNc 
codant pour les régions extracellulaires des chaînes γ4 et δ5 et l’ADNc codant pour le pFasL. 
Les sept constructions générées sont schématisées dans le Tableau 4. 
 
Pour les constructions 1 à 6, deux plasmides ont été générés contenant chacun une des 
chaînes du TCR associée ou non au pFasL. Ces plasmides ont ensuite été co-transfectés à 
quantité d’ADN équivalente (en µg d’ADN) dans les cellules HEK293T. La production des 
chimères dans le surnageant de culture a été quantifiée par un test ELISA « sandwich » 
détectant la partie FasL, puis la bonne conformation de ces chimères a été évaluée par un 
autre ELISA « sandwich » utilisant des anticorps conformationnels anti-Vδ5 et anti-FasL 
(10F2). Les résultats obtenus sont reportés dans le Tableau 4.  
La forme la plus efficacement produite est la chimère dcTCR-pFasL (dc pour double 
chaîne  construction 1), associant les chaînes TCRγ4-pFasL et TCRδ5-pFasL, avec un taux de 
production moyen estimé entre 40 et 60 ng/mL en moyenne. Lorsque ces chaînes sont 
transfectées séparément, une très faible production a été détectée de l’ordre de 0 à 8 ng/mL 
pour la chaîne TCRγ4-pFasL et 0 à15 ng/mL pour la chaîne TCRδ5-pFasL. Ce résultat est 
conforme avec la notion qu’un TCR ne peut être produit que si ses deux chaînes sont 
présentes et suppose que les chaînes du TCRγ4 et TCRδ5 de la chimère dcTCR-pFasL soient 
correctement assemblées.  
Pour la seconde construction contenant le linker (G4S)3 entre la chaîne γ4 et δ5 du 
TCR, aucune différence de production et de la reconnaissance par l’anticorps Vδ5 n’a été 
observée par rapport à la construction 1 sans linker, suggérant que la présence du linker 
(Gly4Ser) n’est pas indispensable. Les constructions 3, 4, 5 et 6 sont faiblement produites, et 
de plus, certaines d’entre-elles ne sont pas reconnues par l’anticorps anti-Vδ5. Par 































Tableau 4 : Description des chimères TCRγδ-pFasL solubles construites.  
Le module TCR comprend le domaine variable et le domaine constant extracellulaire 
correspondant aux aa 20 à 295 pour la chaîne γ4 et au aa 27 à 272 pour la chaîne δ5. dcTCR-
pFasL (dc pour double chaîne) et scTCR-pFasL (sc pour simple chaîne TCR). Pour le TCR 
monochaîne, le module Vδ5 correspond au domaine variable (aa 27 à 144). Les différentes 
constructions chimériques sont transfectées par paires, sauf pour le TCR monochaîne 
(scTCR-pFasL) qui est utilisé seul. La production dans le surnageant de culture est exprimée 
en concentration moyenne (+++ : 40-60 ng/ml, + : 10-20 ng/ml, +/- : 0 -10 ng/ml) définie par 
un ELISA « sandwich » utilisant 2 anticorps anti-FasL. La conformation est estimée par la 
capacité des anticorps monoclonaux conformationnels anti-Vδ5 ou anti-FasL (10F2) à 
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Pour la construction 7, le module TCRγ4δ5 a été construit sous la forme d’une 
monochaîne en se basant sur différents modèles de TCRαβ ou de TCRγδ monochaînes décrits 
dans la littérature (Voss et al., 2010; Zhao et al., 2006). La protéine scTCR-pFasL (sc pour 
simple chaîne) a ainsi été générée à partir de la fusion du domaine variable δ5 (aa 27 à 144), 
d’un espaceur peptidique flexible (Gly4Ser)3 et de la chaîne TCRγ4-pFasL contenant les 
domaines variables et constants du TCRγ4. Cette approche a été envisagée car : 1) un seul 
ADN code pour la protéine entière ce qui facilite son utilisation, et  2) dans cette construction 
les domaines Vγ4 et Vδ5 sont toujours associés, on peut donc espérer une meilleure 
conformation de l’ensemble avec moins d’encombrement stérique. La protéine scTCR-pFasL 
est d’ailleurs bien reconnue par les anticorps conformationnels anti-Vδ5 et anti-FasL, mais 
elle est cependant très peu produite par les cellules HEK293T. 
 
Pour la suite de notre étude, nous avons retenu la chimère dcTCR-pFasL (TCRγ4-
pFasL+ TCRδ5-pFasL), mieux produite et bien conformée, et la chimère monochaîne scTCR-
pFasL, peu produite, mais bien conformée et aussi pour son originalité. L’analyse 




II-   Optimisation de la production et purification  
 
Pour améliorer la production de ces biomolécules, les conditions de transfection des 
cellules HEK293T au phosphate de calcium ont été optimisées (quantité d’ADN, quantité de 
cellules…) selon les indications de Jordan et al., (Jordan & Wurm, 2004). Un rendement de 
production de l’ordre de 2 à 2,5 fois supérieur a ainsi été obtenu avec une production 
moyenne de 133±46 ng/ml pour le dcTCR-pFasL et 31±15 ng/ml pour le scTCR-pFasL. 
D’autres systèmes d’expression ont été essayés (COS-7, lignée érythroleucémique humaine 
K562), mais la production de la protéine recombinante restait inférieure. Récemment, nous 
avons testé un système d’expression stable et inductible en cellule de drosophile S2. Ce 
modèle a permis d’augmenter jusqu’à 15 fois la production de la chimère dcTCR-pFasL. Les 
caractéristiques biochimiques et fonctionnelles de la protéine dcTCR-pFasL produite dans ces 
2 systèmes d’expression eucaryotes seront détaillées successivement dans le prochain 
paragraphe.  
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Pour concentrer d’avantage ces protéines, différentes stratégies de purification ont été 
étudiées. Cet aspect du projet a été réalisé en collaboration avec le Dr Michel Castroviejo 
(UMR CNRS 5234, Université de Bordeaux Segalen). Les expériences passées de purification 
par chromatographie d’affinité contenant un anticorps anti-FasL donnaient des résultats très 
insuffisants, car l’étape d’élution à pH acide (pH = 2,5) altérait la conformation de la protéine 
pFasL, lui faisant perdre 90% de ses propriétés fonctionnelles apoptotiques (S. Daburon, 
données non publiées). Deux approches de purification ont alors été expérimentées :  
Dans un premier temps,  nous avons mis au point une technique de purification sur  
colonne échangeuse de cation (colonne 5/50GL monoS, GEHealthcare). Cette colonne 
anionique fixe les chimères TCRγ4δ5-pFasL, dont la charge électrique est positive, chimères 
qui sont ensuite éluées par un gradient croissant de NaCl (0 à 600 mM, pH 7,4). Cependant, 
une petite proportion de sFasL, issu probablement d’un clivage de la chimère, se concentrait 
dans les mêmes fractions d’élution que le TCRγ4δ5-pFasL. Cette approche a donc été 
abandonnée.  
  Dans un deuxième temps, une approche de purification par chromatographie 
d’immuno-affinité utilisant le système Flag a été tentée. L’étiquette Flag (DYKDDDDK) a été 
insérée entre le domaine TCR et le domaine Ig. Les protéines dcTCR-pFasL et scTCR-pFasL 
ont ainsi été renommées dcTCR-pfFasL et scTCR-pfFasL avec « f » désignant Flag. Les 
chimères porteuses de cette étiquette, ont été fixées sur la colonne d’immunoaffinité anti-Flag 
puis éluées en condition native par compétition avec un peptide Flag. Cette stratégie a donné 
d’excellents résultats, permettant d’obtenir un rendement moyen de 87 % (±10%) sans perte 
de fonction apoptotique des protéines et avec une pureté de l’échantillon supérieur à 90% 
(estimé par gel coloré au nitrate d’argent, résultat non montré).  
 
 
III.     Description de la protéine de fusion dcTCR-pfFasL produite en cellule HEK293T 
A. Etude biochimique 
 
La taille et la structure de la chimère dcTCR-pfFasL sécrétée par la cellule HEK ont 
été évaluées, dans un premier temps par une analyse électrophorétique SDS-PAGE suivie 
d’un immunoblot avec un anticorps anti-FasL (Figure 28 panel A). En condition réductrice, 
une seule bande est détectée correspondant aux 2 chaînes du dcTCR-pfFasL, dont la masse 
moléculaire est estimée pour chacune à 79 kDa. En condition non réductrice, plusieurs bandes 
de hauts poids moléculaires sont visibles, indiquant que la chimère produite conserve sa 
structure polymérique en formant des ponts disulfures inter-monomères. Pour préciser la 
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masse moléculaire de ces multimères, nous avons réalisé une chromatographie d’exclusion-
diffusion en condition native (colonne Superdex 200, GEHealthcare) (Figure 28 panel B). Les 
résultats obtenus nous indiquent que la chimère produite existe sous plusieurs formes 
multimériques, probablement: une forme tétramérique, une forme hexamérique et une 
dernière forme dont la taille est bien supérieure à celle d’un hexamère. Il est cependant 
difficile d’évaluer la taille de ce dernier complexe en raison de la limite de la résolution de la 
colonne utilisée. Une mise au point sur la colonne Superose 6 plus résolutive pour les 












Figure 28: Structure biochimique de la chimère dcTCRpFasL.  
Panel A : Immunoblot anti-FasL (clone G247-4) du surnageant de culture contenant la 
chimère soluble, après séparation SDS-PAGE en condition réductrice (R) ou non réductrice 
(NR). Panel B : Caractéristiques structurales des protéines dcTCR-pfFasL, pFasL et sFasL. 
La taille des monomères a été évaluée par gel SDS-PAGE en condition réductrice et la taille 
des polymères a été évaluée en condition native par filtration sur gel (Superdex 200).  
 
 
Pour vérifier la conformation du module TCR et du module FasL, le dcTCR-pfFasL a 
été immunoprécipité par des anticorps conformationnels anti-FasL et anti TCR-γδ (Figure 29). 
La détection par immunoblot de la chimère immunoprécipitée avec ces anticorps confirme les 
résultats obtenus en ELISA pour la chimère non étiquetée Flag (Tableau 4). L’ensemble de 
ces données suggère finalement que la protéine de fusion dcTCR-pfFasL est correctement 
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Figure 29 : Reconnaissance de la chimère dcTCR-pfFasL par les anticorps 
conformationnels. La chimère contenue dans le surnageant de culture a été 
immunoprécipitée (IP) à l’aide d’anticorps dépendants de la conformation (FasL, Vδ5) et 
indépendants de la conformation [Flag, TCR-γδ (clone IMU510)] puis séparée par gel 
SDS-PAGE et révélée par immunoblot avec un anticorps anti-FasL. L’immunoprécipitation 
par les anticorps anti-Flag ou par un anticorps contrôle IgG1 constitue respectivement le 
contrôle positif et négatif de l’expérience.  
 
 
B. Etude fonctionnelle 
1. Activité cytotoxique médiée par le FasL 
 
L’activité cytotoxique de la protéine dcTCR-pfFasL a été évaluée à l’aide d’un test de 
viabilité cellulaire MTT sur des cellules Jurkat sensibles à l’apoptose Fas. Les résultats 
indiquent que le dcTCR-pfFasL est capable d’induire la mort cellulaire de façon dépendante 
de la dose (Figure 30 panel A). Cette activité cytotoxique est spécifiquement inhibée en pré-
incubant les cellules cibles avec un anticorps bloquant anti-Fas ou anti-FasL ou avec un 
inhibiteur des caspases (ZVAD-FMK) (Figure 30 panel B). Cette observation montre que 
l’effet cytotoxique est dépendant de l’action du domaine FasL de la chimère et implique 
l’activation du récepteur Fas et des caspases conduisant à l’apoptose de la cellule cible. 
L’efficacité cytotoxique (ou EC50) de dcTCR-pfFasL a été estimée à 3,7±1,3 ng/mL (n=10 
expériences), cette valeur définit la concentration de protéine nécessaire pour induire la mort 
de 50 % de cellules Jurkat. Il faut noter que cette EC50 a été évaluée sur l’ensemble des 
différentes formes multimériques contenues dans le surnageant de culture. Nous avons ainsi 
analysé individuellement la capacité cytotoxique des complexes hexamériques et des 
complexes tétramériques, préalablement séparés par la colonne de filtration sur gel. Le 
résultat de ce test indique que seule la forme hexamérique est cytotoxique alors que la forme 
tétramérique ne l’est pas (Figure 30, panel C). Ces données sont conformes avec la conclusion 
de Holler qui a démontré qu’un hexamère de FasL semble être la structure minimale pour 
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Figure 30: Activité cytotoxique de la chimère dcTCR-pfFasL produite en HEK 
vis à vis de cellules Jurkat.  
Panel A : L’activité cytotoxique du dcTCR-pfFasL (cercles) ou du sfFasL non polymérique 
(carré) a été évaluée sur des cellules Jurkat par un test de viabilité cellulaire en MTT après 
18h d’incubation. Les concentrations de chimères indiquées ont été préalablement 
déterminées par un ELISA Flag/FasL. Le sfFasL trimérique a été utilisé comme contrôle 
négatif pour ce test. Les courbes représentent la moyenne et l’écart-type obtenus avec 4 
surnageants de production différents. Panel B : Induction de l’apoptose Fas par la chimère. 
Les cellules Jurkat ont été incubées avec un anticorps contrôle (IgG1 clone 8C2; 1 µg/ml), 
avec un anticorps bloquant anti-FasL (clone 10F2; 1 µg/ml) ou anti-Fas (clone ZB4; 1 
µg/ml), ou avec un inhibiteur polyvalent des caspases (ZVAD-FMK ; 20 µM), avant 
l’addition d’une concentration fixe de la chimère dcTCR-pfFasL (20 ng/ml). La viabilité des 
cellules a été évaluée par un test en MTT après 18h d’incubation. Moyenne et écart-type de 3 
expériences indépendantes. * p≤0,05 (évalué par le t test). Panel C : Les complexes 
tétramériques et hexamériques de la chimère dcTCR-pfFasL ont été séparés par 
chromatographie d’exclusion-diffusion puis leur activité cytotoxique a été évaluée à l’aide 
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2. Apport du module TCR dans le ciblage de la chimère 
 
Pour mettre en évidence le bénéfice apporté par le module TCR sur l’activité 
apoptotique de la chimère, nous avons mis au point le test suivant. Une lignée cellulaire 
murine « L-cells » sensible à l’apoptose induite par Fas et exprimant de façon stable le 
récepteur CD32 humain (récepteur au fragment Fc des IgG) était disponible au laboratoire. 
Cette lignée a été incubée avec la chimère dcTCR-pfFasL et un anticorps anti-TCRγδ ou anti-
Vδ5, ou un contrôle de même isotype. Les complexes immuns ainsi formés s’associent au 
récepteur CD32, concentrant la biomolécule au contact de la cellule cible et donc à proximité 
immédiate du Fas membranaire (Figure 31 panels A et B). Après incubation (36 h), une 
augmentation significative de la mortalité cellulaire en présence de l’anticorps anti-TCRγδ 
(Figure 31 panel C) ou anti-Vδ5 (Figure 31 panel D) a été observée. Ce résultat confirme 
l’efficacité de l’approche de ciblage que nous proposons et démontre que la fixation du 



































Figure 31 : Potentialisation de l’activité cytotoxique de dcTCR-pfFasL par ciblage 
sélectif. Panel A : Modèle de ciblage utilisé. Panel B : Marquage des cellules murines Lcells-
CD32+ par un anticorps isotypique IgG1 (fond gris), un anticorps anti-CD32 humain (trait 
pointillé) ou un anticorps anti-Fas murin (clone JO2) (trait plein). Panel C et D : les cellules 
L-cells-CD32+ sont incubées pendant 36h avec la protéine dcTCR-pFasL seule ou complexée 
avec un anticorps anti-TCRγδ (clone IMU510), un anticorps anti-Vδ5 (clone 12C7) ou un 
anticorps IgG1contrôle négatif (clone 8C2). L’activité cytotoxique est évaluée par un test à 
l’iodure de propidium. Dans le panel C, le pourcentage de cellules mortes a été normalisée à la 
condition 100% correspondant à l’effet de la chimère seule. Dans cette dernière condition 
13±5% de cellules en sub-G1 a été obtenu. * =p<0,05. Moyenne et écart-type de 3 expériences 
indépendantes. Dans le panel D, les résultats présentés ne sont pas normalisés et sont 
représentatifs de 3 expériences indépendantes pour l’anticorps anti-TCRγδ et de 2 expériences 
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Ces résultats encourageants nécessitaient confirmation en mettant à profit la capacité du 
module TCRγ4δ5 à fixer son ligand EPCR. Pour cela, différentes approches biochimiques ont 
été expérimentées. Dans un premier temps, nous avons utilisé la lignée de tumeur colique 
humaine HT29 transduite par l’EPCR membranaire qui est sensible à l’apoptose Fas (Figure 
32 panel A). L’effet cytotoxique de la chimère dcTCR-pfFasL sur ces cellules a été estimé par 
un test MTT en présence d’anticorps bloquants anti-EPCR ou anti-TCRγδ (Figure 32 panel 
B). Les résultats démontrent que la chimère stimule l’apoptose des cellules HT29 mais que 
l’effet cytotoxique observé ne fait pas intervenir de l’interaction entre l’EPCR et le module 
TCRγ4δ5, puisque aucune diminution significative de l’activité cytotoxique n’est observée en 













Figure 32 : Activité cytotoxique de dcTCR-pFasL sur les cellules HT29 
surexprimant l’EPCR membranaire. Panel A : Marquage des cellules HT29 EPCR+ par 
un anticorps isotypique IgG1 (fond gris), un anticorps anti-Fas (clone DX2 ; trait plein) ou 
un anticorps anti-EPCR (clone 2E9) (trait pointillé).  Panel B : Les cellules HT29 EPCR + 
ont été incubées pendant 18h avec dcTCR-pfFasL (2µg/ml) en présence d’anticorps 
monoclonaux bloquants anti-TCRγδ (IMU510) ou anti-EPCR (clone 2E9) ou d’anticorps 
IgG polyclonaux anti-EPCR humain (R&D) ou d’anti-IgG contrôle, tous à une concentration 
de 10µg/ml. La viabilité cellulaire a été évaluée à l’aide d’un test MTT. L’expérience 
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Un second modèle cellulaire a été ensuite utilisé pour confirmer ou infirmer ces 
résultats. Les cellules Jurkat qui n’expriment pas EPCR de façon endogène ont été transduites 
avec un vecteur lentiviral codant ce récepteur (Figure 33 Panel A). Les cellules Jurkat EPCR+ 
ont ensuite été incubées avec le dcTCR-pfFasL en présence ou non d’anticorps bloquant anti-
EPCR. Comme précédemment, la présence d’anticorps bloquant anti-EPCR ne modifie pas 
l’activité cytotoxique de la chimère. L’ensemble de ces résultats tend finalement à montrer 

















Figure 33 : Activité cytotoxique de dcTCR-pfFasL sur les cellules JKT 
surexprimant l’EPCR membranaire. Panel A : Marquage des cellules Jurkat transduites 
EPCR+ avec un anticorps isotypique IgG contrôle (fond gris), un anticorps anti-Fas (clone 
DX2 ; trait plein) et un anticorps anti-EPCR (clone 2E9, trait pointillé). Panel B : Les 
cellules Jurkat EPCR+ ont été incubées pendant 18 h avec la protéine dcTCR-pFasL aux 
concentrations indiquées seules (carré) ou en présence d’anticorps monoclonal bloquant anti-
EPCR (clone 2E9, 10µg/mL, rond) ou en présence d’anticorps isotypique (clone 8C2 ; 
10µg/mL, clo triangle). La viabilité cellulaire a été évaluée par un test MTT. Moyenne et 
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Nous avons ensuite voulu analyser, par la technique de Biacore®, l’affinité du module 
TCRγ4δ5 de la chimère pour l’EPCR. Cette partie du travail a été réalisée en collaboration 
avec le laboratoire du Dr Willcox (Université de Birmingham, Angleterre), qui avait 
auparavant mis en évidence l’interaction entre le TCRγ4δ5 et l’EPCR par cette méthode 
(Willcox et al., 2012). Dans ce test, l’EPCR recombinant produit en cellules S2, ou la 
molécule de CMH I (HLA-A2) utilisée comme contrôle négatif, ont été immobilisés sur une 
puce séparément. Les chimères à étudier sont ensuite ajoutées simultanément en solution. La 
valeur en unité de réponse (RU) obtenue avec la molécule de CMH I est utilisée comme 
valeur seuil et une interaction spécifique est ainsi validée par la différence, en RU, entre 
l’EPCR et le CMH I. Le TCRγ4δ5 soluble et l’anticorps anti-EPCR sont utilisés comme 
contrôles positifs de l’expérience. Les résultats obtenus suggèrent que l’EPCR immobilisé sur 
la puce est fonctionnel, puisqu’il a été capable de lier directement le TCR soluble (Figure 34). 
A l’inverse, pour les chimères sfFasL, pfFasL et dcTCR-pfFasL aucune différence 
significative en RU est détectée entre le l’EPCR et la molécule CMH I contrôle suggérant que 
le module TCRγ4δ5 de la chimère dcTCR-pfFasL n’est pas capable d’interagir avec son 
ligand EPCR. La faible quantité de chimère dcTCR-pfFasL déposée n’explique pas ce résultat 
puisque, à quantité équivalente de TCRγ4δ5 soluble (1,1µM), une différence significative de 
RU est observée entre l’EPCR et le CMH I classique (résultat communiqué par le Dr Willcox 
mais non montré). 
 
L’ensemble de ces données démontre finalement que le module TCRγ4δ5 de dcTCR-
pfFasL n’est pas fonctionnel et par extension, que la chimère produite est donc incapable de 
cibler les cellules tumorales EPCR+. Cet élément étant aussi en faveur d’un défaut 
fonctionnel de la protéine chimérique, nous avons essayé de produire cette chimère dans un 
autre modèle cellulaire pour améliorer sa production mais éventuellement sa structure. Nous 
avons choisi de produire la protéine dcTCR-pfFasL en cellule d’insecte S2, puisque l’équipe 
du Dr Willcox avait déjà produit avec succès le TCRγ4δ5 sous forme soluble dans ce système 

































Figure 34: Interaction de dcTCRpfFasL avec l’EPCR évaluée par la technique de 
Biacore®. La protéine EPCR ou la molécule CMHI classique ont été immobilisées sur la 
puce (chip surface). La protéine CMHI classique est utilisée comme contrôle de fixation non 
spécifique dans l’expérience. Les échantillons à tester TCRγ4δ5, anticorps anti-EPCR (clone 
2E9) ou fFasL, pfFasL et dcTCR-fpFasL sont injectés à la molarité indiquée. Les 
constructions sfFasL et pfFasL sont utilisées comme contrôles négatifs dans cette expérience. 
Toutes les protéines dérivées du FasL utilisées pour ce test ont été purifiées par 
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IV. Caractérisation de la protéine de fusion dcTCR-pfFasL produite en cellule S2 
A. Production  
 
En collaboration avec le Dr Willcox, nous avons ainsi mis en place au laboratoire le 
système de production par les cellules d’inS2. Les conditions de culture sont très spécifiques 
puisque les cellules sont incubées à 27°C sans CO2 dans un milieu Schneider™ (Gibco) 
supplémenté avec 8% de SVF et 2 mM de L-glutamine. Les chaînes TCRγ4-pfFasL et 
TCRδ5-pfFasL ont été clonées séparément dans le vecteur pMT-V5-HisB sous le contrôle du 
promoteur pMT inductible par le sulfate de cuivre CuSO4. La protéine dcTCR-pfFasL a été 
produite par co-transfection de ces 2 plasmides. En l’absence de CuSO4, une production basale 
mais variable (60 à 250 ng/ml) de dcTCR-pfFasL a été détectée dans le surnageant de culture 
(Figure 35). De manière identique à la production en cellules HEK, les chaînes transfectées 
séparément sont produites beaucoup plus faiblement, suggérant que les chaînes TCRγ4 et 










Figure 35 : Production par les cellules S2 de dcTCR-pfFasL.  
Les surnageants de culture des cellules S2 transfectées, avec les chaînes TCRγ4-pfFasL et 
TCRδ5-pfFasL séparément ou en association (dcTCR-pfFasL), ont été dosés par un ELISA 
avec des anticorps de capture anti-Flag et de révélation anti-FasL. Trois surnageants (SN1, 
SN2 et SN3) correspondant à 3 transfections indépendantes ont été dosés.  
 
 
Une lignée polyclonale produisant stablement la chimère dcTCR-pfFasL a ensuite été 
générée après sélection dans un milieu supplémenté en hygromycine. Après culture de cette 
lignée en bioréacteur (Spinner®) et en présence de CuSO4, (0,5 mM), une production élevée 
de la chimère dcTCR-pfFasL a pu être obtenue (en moyenne 2, 1±0,9µg/ml) (résultats non 
montrés).    
 
TCRγ4-pfFasL TCRδ5-pfFasL dcTCR-pfFasL 
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B. Etude biochimique 
 
Le poids moléculaire de la chimère produite par les cellules S2 est estimé à 72 kDa en 
condition réductrice (Figure 36 panel A). Une différence de poids moléculaire est visible entre 
la chimère produite en cellule HEK et celle produite en cellule S2, probablement en raison de 
glycosylations différentes de la molécule. En condition non réductrice, des protéines de haut 
poids moléculaires sont détectées suggérant que la chimère produite en S2 conserve aussi sa 
























Figure 36 : Comparaison de la structure de la chimère dcTCRpfFasL soluble produite en 
cellules S2 ou en cellules HEK. Panel A : Analyse SDS-PAGE en condition réductrice (R) et non 
réductrice (NR) des surnageants de culture des cellules HEK ou S2 transfectées avec le dcTCR-pfFasL. 
L’immunoblot a été révélé avec un anticorps anti-FasL (clone G247-4). Panel B : Dosage ELISA de 
dcTCR-pfFasL produite en cellule S2 ou en cellules HEK à l’aide de 4 ELISA de type « sandwich » : 
anticorps de capture anti-FasL (14C2), anti-Flag (M2), anti-Vγ2,3,4 (23D12) ou anti-Vδ5 (12C7) et un 
anticorps de révélation anti-FasL (10F2). Une concentration fixe de protéine dcTCRpfFasL ou de 
pfFasL a été déposée (50ng/mL d’après l’ELISA Flag/FasL). Le pfFasL a été utilisé dans ce test comme 
contrôle positif pour les ELISA Flag/FasL et FasL/FasL et comme contrôle négatif pour les ELISA 





































































































































































































































dcTCR-pfFasL dcTCR-pfFasL dcTCR-pfFasL 
fFasL pfFasL pfFasL EK S2
HEK 2 HEK 2 











HEK HEK S2 S2 
  RESULTATS 
 116 
 
La conformation de chacun des modules de dcTCR-pfFasL produit a ensuite été 
analysée par dosage ELISA « sandwich » en utilisant des anticorps conformationnels anti-
FasL et anti-TCRγδ (Figure 36 Panel B). Une quantité équivalente de dcTCR-pfFasL sécrétée 
par les  cellules S2 ou  HEK a été déposée dans chaque puits. Les résultats montrent que la 
chimère S2 est détectée par tous les ELISA. De plus, un augmentation significative de la 
densité optique mesurée a été obtenue pour les ELISA Vγ2,3,4/FasL et Vδ5/FasL pour la 
chimère produite en S2 par rapport à la chimère produite en HEK. Ce résultat suggère que les 
anticorps anti-Vδ5 ou anti-Vγ2,3,4 ont une affinité plus forte pour la protéine produite en S2, 
et par conséquent que le module TCRγ4δ5 est probablement mieux conformé.  
 
 
C. Etude fonctionnelle 
 
La capacité cytotoxique de la chimère dcTCR-pfFasL sécrétée par les cellules S2 est 
conservée, puisque le domaine FasL de la chimère induit l’apoptose des cellules Jurkat via 
l’activation du Fas et de la cascade des caspases (Figure 37 panels A et B). Son efficacité 
cytotoxique a été estimée en moyenne à 4,2 ng/mL (n=7 expériences), ce qui est très proche 
de ce que nous avions observé en cellules HEK. Nous avons ensuite évalué la capacité du 
domaine TCR à potentialiser l’apoptose en interagissant avec son antigène EPCR. Pour cela 
les cellules Jurkat EPCR+ ont été incubées en présence de la chimère et d’un anticorps 
bloquant anti-EPCR (Figure 37 panel B). Aucune différence d’activité cytotoxique n’a été 
observée en présence de l’anticorps, comme pour la chimère produite en cellule HEK. Ce 
résultat suggère donc que le domaine TCR n’interagit pas avec l’EPCR et, par conséquent, 


































Figure 37 : Activité cytotoxique de la chimère dcTCR-pfFasL produite en S2 vis-à-
vis des cellules Jurkat et Jurkat EPCR+.  
Panel A : Test MTT des cellules Jurkat incubées avec différentes dilutions du surnageant de 
culture de cellules S2 transfectées avec dcTCR-pfFasL (cercles) ou un vecteur vide (contrôle 
négatif ; carrés). Exemple représentatif de 7 expériences indépendantes Panel B : Une 
quantité fixe de chimère (20ng/ml) dosée par l’ELISA Flag/FasL est incubée pendant 18h 
avec les cellules Jurkat en présence d’un anticorps contrôle (IgG1 ; 1 µg/ml), d’un anticorps 
bloquant anti-FasL (10F2 ; 1 µg/mL), d’un anticorps bloquant anti-Fas (ZB4; 1µg/mL) ou en 
présence de  ZVAD-FMK (20 µM). Moyenne et écart-type de 3 expériences indépendantes. 
* p≤0,05 (évalué par le t-test). Panel C : Test MTT des cellules Jurkat EPCR+ incubées avec 
différentes concentrations de chimère dcTCR-pfFasL en présence ou non d’anticorps 
bloquant anti-EPCR (clone 2E9, 10 µg/mL) (rond blanc) ou d’anticorps contrôle (carré noir). 
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Compte tenu des résultats obtenus dans ce modèle à un type cellulaire, nous avons 
voulu étudier la capacité de la chimère dcTCR-pfFasL à induire un effet apoptotique en mode 
juxtatropique, dans lequel le domaine TCR se fixe sur une cellule EPCR+ et présente le 
domaine FasL cytotoxique aux cellules cibles environnantes (Figure 38 panel A). Pour ce test, 
nous avons utilisé un modèle bicellulaire avec les cellules Jurkat Fas+/EPCR- et les cellules 
K562 Fas-/EPCR+ (Figure 38 panel A). Deux approches techniques ont été envisagées. Dans 
la première, les 2 types cellulaires ont été co-incubés en présence de dcTCR-pfFasL, mais 
seules les cellules Jurkat cibles ont été préalablement marquées par le radio-isotope 51Cr. La 
quantité de chrome relarguée dans le surnageant permettra donc de quantifier la fraction de 
cellules Jurkat spécifiquement lysées sous l’action de la chimère et l’effet de l’EPCR exprimé 
par les cellules K562 (Figure 38 Panel C) Ce test a montré que la présence de cellule K562 
EPCR+ ne potentialisait pas l’effet cytoxique de la chimère. Dans la seconde approche, le 
molécule a d’abord été mise au contact des cellules K562 EPCR+, puis le surnageant a ensuite 
été ajouté aux cellules Jurkat. Nous nous attendions à ce que la chimère se fixe à la surface 
des cellules K562 via le module TCRγ4δ5 diminuant ainsi sa concentration dans le surnageant 
qui est ensuite mis au contact des cellules Jurkat. Cependant, aucune diminution significative 
du nombre de cellules mortes n’a été observée, suggérant que la chimère dcTCR-pfFasL ne 
s’est pas fixée sur les cellules K562 EPCR+. Finalement, l’ensemble de ces données démontre 
que seul module FasL du dcTCR-pfFasL est fonctionnel et que le module TCR n’est pas 
capable d’interagir avec la molécule EPCR. 
  

























Figure 38 : Analyse de l’effet juxtatropique de la molécule dcTCR-pfFasL  
Panel A : Description du modèle juxtatropique utilisé pour ce test ; Panel B : marquage par 
cytométrie en flux des cellules K562 et des cellules Jurkat avec un anticorps anti-Fas (ligne 
continue), anti-EPCR (ligne discontinue) ou un anticorps contrôle négatif IgG (fond gris). Panel 
C : Test de cytotoxicité au 51Cr, les cellules K562 EPCR+ ont été incubées avec la chimère 
dcTCR-pfFasL et l’anticorps anti-EPCR (clone 2E9) puis mises au contact de cellules Jurkat 
préalablement marquées au 51Cr (rapport cellulaire 1:1). Après 4h incubation à 37°C, le % de lyse 
spécifique des cellules Jurkat a été estimée par la quantité de 51Cr présent dans le surnageant. Une 
expérience représentative de deux réalisées. Panel D : La chimère dcTCR-pfFasL a été pré-
incubée aux concentrations indiquées avec les cellules K562 EPCR+/Fas- pendant 45 min en 
présence d’anticorps bloquant anti-EPCR (clone 2E9). Après centrifugation des cellules K562, le 
surnageant contenant la chimère est mis au contact de cellules Jurkat EPCR-/Fas+ pendant 18h. 
La viabilité des cellules Jurkat a été quantifiée par un test MTT.  L’expérience est représentative 
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V. Description de la protéine de fusion scTCR-pfFasL produite en cellule HEK 293T 
 
L’échec de la chimère dcTCR-pfFasL pouvait être en partie expliqué par la complexité 
de la molécule fabriquée, associant deux monomères différents au sein de polymères de haut 
poids moléculaire. A cet égard, la chimère monocaténaire scTCR-pfFasL est une alternative 
intéressante car elle pourrait présenter moins de contraintes structurales. En effet, la fusion 
des domaines Vδ5 et Vγ4 peut améliorer l’organisation du module TCR, mais à l’inverse 
génère un monomère TCR-FasL de taille plus élevée.  
 
A. Etude biochimique 
 
Cette protéine de fusion a uniquement été produite pas transfection transitoire dans les 
cellules HEK293T, avec un rendement de production faible avec en moyenne 31±15 ng/ml La 
détection de la chimère scTCR-pfFasL par des ELISA « sandwich » utilisant les anticorps 
conformationnels anti-Vδ5, anti-Vγ2,3,4 et anti-FasL, nous permet de démontrer que les 
domaines TCRγ4δ5 et FasL sont correctement repliés au sein de la molécule (Figure 39). En 
comparant une quantité équivalente de chimère dcTCR-pfFasL et scTCR-pfFasL selon un 
ELISA Flag/FasL, nous avons observé que le module TCR monochaîne est mieux détecté par 
les anticorps anti-Vγ2,3,4 et anti-Vδ5 que son homologue double chaîne. Ce résultat suggère 
donc une amélioration de la conformation du module TCR au sein de scTCRγ4δ5, le rendant 
peut-être plus à même de lier l’EPCR. Ces résultats nous ont ainsi conforté dans l’idée de 









Figure 39 : Reconnaissance de la molécule scTCR-pfFasL par des anticorps 
conformationnels. Les chimères scTCR-pfFasL ou dcTCR-pfFasL contenues dans le 
surnageant de production de cellules HEK293T sont dosées à l’aide de 3 tests ELISA 
sandwich utilisant un anticorps de capture anti-Flag (clone M2), anti-Vγ (clone 23D12) ou 
anti-Vδ5 (clone 12C7) et un anticorps de révélation anti-FasL (clone 10F2). Une quantité 
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 B. Etude fonctionnelle   
1. Activité cytotoxique médiée par le FasL  
 
 Comme toutes les autres chimères TCRγ4δ5-pFasL générées auparavant, le scTCR-
pfFasL induit l’apoptose des cellules Jurkat cibles par un mécanisme dépendant du récepteur 
Fas et du FasL. Son EC50 est estimée à 3,2 ± 1.6 ng/ml (n=4 expériences) (Figure 40).  
 
 








Figure 40 : Activité apoptotique de la chimère scTCR-pfFasL dépendante de la voie 
Fas/FasL. Panel A : Les cellules Jurkat ont été incubées en présence de scTCR-pfFasL 
(rond noir) ou de sfFasL (carré blanc) aux concentrations indiquées. Après 18h d’incubation 
à 37°C, la viabilité des cellules a été estimée par un test au MTT.  Expérience représentative 
de 6 expériences indépendantes Panel B : Les cellules Jurkat ont été pré-incubées avec un 
anticorps contrôle (IgG1 ; 1 µg/ml) ou avec un anticorps bloquant anti-FasL (clone 10F2; 1 
µg/ml) ou anti-Fas (clone ZB4; 1µg/ml) ou encore avec un inhibiteur des caspases (ZVAD-
FMK ; 20µM) puis une concentration fixe de scTCRpfFasL a été ajoutée (10 ng/ml). De 
même, le pourcentage de cellules mortes a été quantifié par un test de viabilité cellulaire 
MTT après 18h d’incubation. Moyenne et écart-type de 3 expériences 
indépendantes.*p≤0,05 (évalué par le t test). 
 
 
2. Caractérisation fonctionnelle du module TCR  
 
Etant données les difficultés rencontrées pour montrer l’interaction entre le  TCRγ4δ5 
soluble et l’EPCR, nous avons souhaité vérifier dans un premier temps la fonctionnalité du 
domaine scTCRγ4δ5 de la chimère dans un modèle cellulaire. Pour cela, la séquence ADN du 
scTCRγ4δ5 soluble a été modifiée pour y ajouter le domaine transmembranaire et 
intracellulaire de la chaîne γ4 (Figure 41). Cette construction scTCRγ4δ5 membranaire a 
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cellulaire avait auparavant été utilisé pour démontrer la dépendance du TCRγ4δ5 dans la 
reconnaissance des cellules tumorales et des cellules infectées par le CMV (Willcox et al., 
2012). Dans cette étude, la lignée JRT3 avait été transduite avec les deux chaînes du 
TCRγ4δ5 issues du clone lymphocytaire T isolé du patient à l’origine (clone LES), menant à 
la lignée JRT3-LES. Cette lignée nous a servi de contrôle positif pour ces expériences.  
 
L’utilisation de TCR monochaîne a déjà été rapportée pour un TCRαβ, et il a été 
montré que cette forme monocaténaire ne s’exprime seule que très faiblement à la surface 
cellulaire en raison de sa forte instabilité (Voss et al., 2010). Les auteurs ont réussi à obtenir 
une expression stable de cette construction en co-exprimant avec ce TCRαβ, le fragment 
constant membranaire de la chaîne α. Sur ce modèle, nous avons en parallèle construit un 













Figure 41 : Les différentes constructions ADN du TCRγ4δ5 membranaires et 
solubles utilisées dans cette étude. PS : peptide signal ; V : domaine variable ; C : 
domaine constant TM : domaine transmembranaire IC : domaine intracellulaire ; (G4S)3 :  
séquence de résidus de 4 glycine et 1 sérine répétée 3 fois   
 
 
Les cellules JRT3 ont  été transduites avec le scTCRγ4δ5 ou le Cδ5, ou co-transduites 
avec ces 2 constructions. L’expression de surface du TCRγ4δ5 a été évaluée en cytométrie en 
flux à l’aide d’un double marquage par un anticorps anti-CD3 et différents anticorps 
spécifiques du TCRγδ (anti-Vδ5, anti-Vγ2,3,4 , anti-pan γδ), au bout de 21 jours après la 
transduction, témoignant d’une expression stable (Figure 42). 
 
scTCRγ4δ5pFasL soluble!1 !! Flag - pFasL !!!! PS!gp190! Vδ5! !!(G4S)3!!! Vγ4!!!Cγ4!
!! PS!δ5! !! C!δ5!TM!IC!!
!!!! PS!γ4! Vδ5! !!
Cδ5 membranaire !
scTCRγ4δ5 membranaire  ! (G4S)3! Vγ4!!!Cγ4 !!!!TM!!!!IC!!!2
1
!! PS!δ5! Vδ5!!!Cδ5!!!!!TM!!!!!!!IC!!
!! PS!γ4! !!dcTCRγ4δ5 membranaire 
































Figure 42 : Expression du TCRγ4δ5 à la surface des cellules JRT3 transduites avec 
les constructions scTCR γ4δ5 et/ou Cδ5.  Marquage de surface par cytométrie en flux 
des cellules JRT3-LES (contrôle positif) ou des cellules JRT3 non transduites (contrôle 
négatif) ou transduites (conditions Cδ5 ; scTCRγ4δ5 ; scTCRγ4δ5 +Cδ5). Les cellules ont 
été séquentiellement marquées avec un anticorps anti-CD3 directement couplé au 
fluorochrome V450 et un anticorps non couplé anti-TCR[anti-Vγ2,3,4 (clone 23D12), anti-
Vδ5(clone 12C7), anti-panγδ (clone IMU510)] suivi d’un anticorps secondaire anti-IgG 
souris couplé à la phyco-érythrine, et avec un anticorps anti-CD3 couplé au fluorochrome 
V450. 
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Seules les cellules co-transduites par le scTCRγ4δ5 et le Cδ5 expriment le TCR à la 
membrane. L’anticorps anti-TCRγδ utilisé (IMU510) reconnaît le fragment constant de la 
chaîne δ. Le marquage par cet anticorps révèle ainsi une expression du Cδ5 uniquement lors 
de la co-transduction avec le scTCRγ4δ5. Malgré ce résultat positif, nous avons observé que 
l’anticorps anti-Vδ5 ne reconnaît pas le scTCRγ4δ5 à la membrane, suggérant que le domaine 
Vδ5 du scTCRγ4δ5 n’est pas correctement conformé. Les cellules JRT3 co-transduites 
scTCRγ4δ5+Cδ5 ont ensuite été triées sur la base de l’expression du CD3, et une pureté 
supérieure à 90% a été obtenue par ce tri (Figure 42).   
 
Dans un deuxième temps, nous avons voulu évaluer la capacité du scTCRγ4δ5+Cδ5 
membranaire à interagir avec l’EPCR. Pour cela, la réactivité des cellules JRT3 transduites 
vis-à-vis des cellules HT29 EPCR+ a été mise en évidence par le marqueur d’activation 













Figure 43: Test de réactivité CD69 de la lignée reportrice JRT3 transduite par le 
scTCRγ4δ5 et le domaine Cδ5. La réactivité des JRT3 non transduites (barres grises), des 
JRT3-LES (barres blanches) ou des JRT3 transduites avec le scTCRγ4δ5+Cδ5 (barres 
noires) à été évaluée par le marqueur d’activation CD69. Les cellules JRT3 ont été incubées 
avec des cellules HT29 sur-exprimant l’EPCR à un rapport effecteur/cible de 1:1 en présence 
ou non de l’anticorps bloquant anti-EPCR (clone 2E9). Les anticorps anti-CD3 (UCHT1), 
anti-panγδ (IMU510), anti-Vδ5 (12C7) ou anti-Vγ2,3,4 (23D12) sont préalablement fixés au 
fond des puits des plaques de culture et utilisés dans ce test comme contrôles positifs 
d’activation. Après 4 h d’incubation, l’anticorps anti-CD69 couplé à la phyco-érythrine a été 
ajouté et le marquage a été analysé par cytométrie en flux. L’expérience est représentative de 
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Les cellules JRT3 non transduites et les cellules JRT3-LES ont été utilisées dans cette 
expérience comme contrôles négatif et positif, respectivement. En effet, l’absence de 
marquage CD69 à la surface des cellules JRT3 non transduites nous confirme que l’activation 
observée résulte de l’engagement du TCRγ4δ5 transduit. Nous observons que les JRT3 
transduites par le scTCRγ4δ5+Cδ5 sont fortement réactives vis-à-vis des cellules HT29 
EPCR+. Cette réactivité est totalement bloquée en présence de l’anticorps anti-EPCR 2E9, 
suggérant que l’activation est dépendante de l’interaction entre le scTCRγ4δ5 et l’EPCR. 
Cependant, l’anticorps anti-Vδ5 n’active que très faiblement ces cellules. Ce résultat nous 
conforte dans l’idée que la conformation du domaine Vδ5 de ce TCR n’est pas optimale.  
 
Finalement, l’ensemble de ces données démontre que le domaine Cδ5 permet de 
stabiliser le scTCRγ4δ5 à la membrane et que ce complexe scTCRγ4δ5+Cδ5 est capable 
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Discussion                                                                                                  n                                                                                                              
 
L’objectif de cette étude consistait à produire une protéine de fusion bi-fonctionnelle 
associant la capacité de ciblage du TCRγ4δ5 et l’activité apoptotique du pFasL. Différentes 
protéines de fusion ont été générées et nous avons focalisé notre attention sur les deux 
constructions suivantes :  
1) la chimère dcTCR-pfFasL, où chaque domaine extracellulaire du TCRγ4δ5 est 
fusionné au pfFasL (Vδ5-Cδ5-pfFasL + Vγ4-Cγ4-pfFasL) 
2) la chimère scTCR-pfFasL, générée par la fusion d’un TCRγ4δ5 monochaîne        
(Vδ5-Vγ4-Cδ5-pfFasL) 
Nous avons ainsi caractérisé biochimiquement et fonctionnellement ces 2 protéines de fusion. 




Tableau 5 : Récapitulatif des résultats obtenus pour les deux protéines de fusion 
TCRγ4δ5-pFasL retenues. Le taux de production est mesuré avec le test ELISA 
Flag/FasL ; le degré de polymérisation est évalué par filtration sur gel ; la taille des 
monomères est estimée par immunoblot en condition réductrice ; la conformation du TCR 
est évaluée par la reconnaissance à l’aide des anticorps anti-Vγ2,3,4 et anti-Vδ5 dépendants 
de la conformation, en ELISA. L’efficacité biologique a été évaluée par un test MTT vis à 
vis des cellules cibles Jurkat ;  ND : non déterminé. 
 
 
Pour la molécule dcTCR-pfFasL, différents systèmes d’expression en cellules 
eucaryotes ont été explorés, dans le but d’améliorer sa production et sa structure. Le choix de 
la cellule hôte est capital puisqu’une glycosylation différente de celle observée sur la protéine 
FasL naturelle peut altérer sa fonction biologique. En effet, pour la protéine pFasL, il avait été 
observé que les cellules CHO (Chinese Hamster Ovarian) produisaient une molécule 10 fois 
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moins cytotoxique, à quantité égale, que celle produite par les cellules HEK, probablement en 
raison d’une glycosylation trop importante de la molécule (Daburon et al., données non 
publiées). Nous avons donc privilégié, dans un premier temps, la production de la chimère 
dcTCR-pfFasL par les cellules humaines HEK et nous avons observé qu’elle conservait ses 
propriétés biochimiques et cytotoxiques. Notre intérêt s’est ensuite porté sur le système de 
production stable par les cellules d’insecte S2, puisque notre TCRγ4δ5 avait auparavant été 
produit sous forme soluble par ce moyen dans un autre laboratoire. Par ce système de 
production, nous avons augmenté d’un facteur environ 15 la production de la chimère, et pu 
obtenir une production durable à l’aide de transfectants stables.  
 
La chimère dcTCR-pfFasL produite en S2 présente un poids moléculaire légèrement 
inférieur d’environ 7 kDa, probablement en raison d’une glycosylation plus faible. Il est 
d’ailleurs bien décrit dans la littérature que les cellules de drosophile S2 glycosylent moins les 
protéines recombinantes humaines que les cellules de mammifères (Gårdsvoll et al., 2004; 
Kim et al., 2005). Les sites de glycosylation sont généralement identiques mais les motifs O- 
et N-glycanes sont effectivement plus courts puisque les glycosyl-transférases qui assurent la 
glycosylation terminale sont absentes dans les cellules S2 (Altmann  et al., 1999; Brooks, 
2004). Néanmoins, la différence de glycosylation observée pour la chimère dcTCR-pfFasL 
n’influe pas sur son efficacité cytotoxique, ce qui est en accord avec des résultats publiés 
montrant que l’absence de glycosylation ne modifie pas l’activité pro-apoptotique de FasL 
(Orlinick et al., 1997). Finalement, le domaine FasL de la chimère dcTCR-pfFasL produite 
dans ces deux systèmes d’expression est fonctionnel et capable d’induire efficacement 
l’apoptose des cellules tumorales.  
 
 En ce qui concerne le module de ciblage TCRγ4δ5, les dosages effectués en ELISA et 
utilisant les anticorps anti-TCRγδ ont montré que ce domaine est mieux conformé si la 
chimère dcTCR-pfFasL est produite par les cellules S2. Pour le test ELISA Vδ5/FasL, 
l’augmentation du signal mesuré peut s’expliquer par le fait que l’anticorps anti-Vδ5 a été 
généré par l’immunisation d’une souris avec une forme de TCRγ4δ5 soluble produite en 
cellules S2. Il est en effet légitime de penser que la structure et les glycosylations du TCR 
soluble et du dcTCR-pfFasL produit tous les deux en S2 sont plus proches. Ainsi, la chimère 
dcTCR-pfFasL sera mieux reconnue par cet anticorps qu’une forme produite en HEK. En 
définitive, nous pouvons seulement conclure de ce dosage que le domaine Vδ5 est 
correctement conformé quelque soit le mode de production. Pour l’ELISA Vγ2,3,4/FasL, une 
augmentation similaire et significative du signal a également été observée pour la chimère 
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produite en S2 par rapport à celle produite en HEK. L’anticorps Vγ2,3,4 n’a aucun lien avec 
nos chimères produites, puisqu’il a été obtenu après immunisation de souris avec un clone 
lymphocytaire T humain exprimant le TCRVγ4Vδ1 et reconnaît la forme native des TCRVγ2, 
Vγ3 et Vγ4 (Kabelitz et al., 1994). Le résultat de ce test suggère finalement que le module 
Vγ4 est mieux conformé si le dcTCR-pfFasL est produit par les cellules S2, par rapport aux 
cellules HEK.  
 
Malgré toutes nos tentatives, en cis- ou en trans- et avec deux modèles cellulaires 
(K562, Jurkat, HT29), nous n’avons pas réussi à montrer que le dcTCR sous ces formes 
chimériques conservait sa capacité à interagir avec son ligand EPCR, et ce quelque soit le 
mode de production. Par conséquent, l’effet biologique de ciblage recherché n’est visiblement 
pas atteint. Cet échec s’explique probablement par la faible affinité du TCR Vγ4Vδ5 pour 
l’EPCR, dont le Kd de l’interaction est estimé à 100 µM par la technique de Biacore®. Cette 
affinité est également très faible, comparée à celle du sFasL pour le récepteur Fas, qui est 
estimé à 0,7 nM. Ainsi, dans notre modèle, la chimère dcTCR-pfFasL se fixera dans un 
premier temps et fortement sur le récepteur Fas avant d’interagir éventuellement avec 
l’EPCR. Cependant, la structure polymérique de la chimère dcTCR-pfFasL était supposée 
améliorer ce paramètre, en conférant au complexe une avidité bien supérieure à l’affinité d’un 
monomère de TCR. Cela a auparavant été démontré pour un TCRαβ divalent généré à partir 
de la fusion de ce TCR avec une chaîne lourde des immunoglobulines G (O’Herrin et al., 
1997). Pourtant, dans notre modèle, aucun phénomène de cet ordre n’a été observé par le test 
de Biacore®, ou alors dans des proportions insuffisantes pour le mettre en évidence.   
 
Nous avons essayé comme approche alternative à la chimère dcTCR-pfFasL, une 
construction monocaténaire scTCR-pfFasL. Cette dernière nous semblait prometteuse pour 
interagir avec l’EPCR. En effet, les résultats obtenus en détection ELISA indiquent que le 
module TCR de cette chimère est plus accessible que celui son homologue bicaténaire. De 
plus, nous avons pu démontrer dans un modèle cellulaire que le scTCR construit était 
fonctionnel sous une forme transmembranaire car capable d’interagir avec son ligand EPCR 
et d’induire un effet biologique, à savoir l’expression d’un marqueur d’activation par la 
cellule attaquante. Il est possible que la coproduction de la chimère scTCR-pfFasL avec du 
Cδ5 soluble stabilise la structure du module scTCR. En effet, les travaux de Ozawa et al., 
montrent que  l'affinité d’un TCRαβ soluble est nettement augmentée par la présence d’un 
anticorps anti-Cβ. Pour expliquer ce phénomène, les auteurs proposent un modèle où 
l’anticorps stabilise les domaines Vβ et Cβ, favorisant ainsi la bonne courbure du domaine Vβ 
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impliqué dans la reconnaissance de l’antigène (Ozawa et al., 2012). Ces données mettent ainsi 
en évidence que le domaine constant peut influer sur l’affinité du TCR pour son antigène. 
Dans notre modèle, nous pouvons également supposer que la présence du Cδ5 augmente 
l’affinité du TCR pour son antigène en stabilisant la structure du domaine Vδ5. Cependant, 
comme pour le module dcTCRγ4δ5, son affinité restera probablement encore trop faible pour 
utiliser ce scTCRγ4δ5 comme module de ciblage.  
 
Une conclusion similaire a été rapportée sur une autre chimère soluble construite à 
partir de la fusion de la cytokine IL-2 et d’un TCRαβ monochaîne soluble dirigé contre un 
peptide du proto-oncogène p53 (Belmont et al., 2006; Wen et al., 2008). Cette molécule a 
initialement été générée pour cibler les cellules tumorales HLA-A2/p53+ via le scTCRαβ et 
pour stimuler en trans- la prolifération des LT infiltrant la tumeur par la cytokine IL-2. 
Cependant, les auteurs n’ont pas réussi à mettre en évidence in vivo l’interaction entre ce 
TCRαβ et son antigène HLA-A2/p53+. Ce TCR reconnaît les cellules tumorales, mais sa 
fixation serait secondaire à celle de l’IL-2 sur son récepteur. Ceci peut s’expliquer par 
l’affinité de l’IL-2 pour son récepteur qui est plus forte que celle du TCR pour son antigène. 
En définitive, ces résultats confirment la difficulté à utiliser un TCR sous forme soluble pour 
cibler les cellules tumorales, compte tenu de la très faible affinité de ces structures pour leurs 
antigènes.  
Diverses stratégies pourraient être considérées, pour augmenter l’affinité de ce module 
TCRγ4δ5 :  
(1)  Introduire un domaine d’auto-association de type acide/base leucine-zipper entre le TCR 
et le domaine de polymérisation dérivé de la gp190. Cette option permet de favoriser 
l’appariement entre les deux chaînes γ et δ, optimisant de ce fait la conformation des 
domaines Vγ et Vδ (Adams et al., 2005; Moll et al., 2001).   
(2) Augmenter l’affinité du TCR pour l’antigène par mutagénèse dirigée des segments CDR3γ 
et CDR3δ du domaine V. Cette stratégie a auparavant fait ses preuves dans divers modèles, où 
le TCRαβ muté a gagné un facteur 1000 d’affinité pour son antigène (Holler et al., 2000; 
Weber et al., 2005).   
A première vue, cette seconde option reviendrait à utiliser le fragment Fab d’un 
anticorps anti-EPCR, à la place du TCR, dans nos chimères pFasL. En effet, l’affinité de 
l’interaction antigène/anticorps est très forte par comparaison à un TCR, avec un Kd estimé 
entre 0,1 et 10 nM. Cependant, l’EPCR est constitutivement exprimé à la surface des cellules 
endothéliales et l’administration d’une telle protéine de fusion pourrait engendrer des effets 
systémiques importants, puisque l’anticorps interagira avec l’EPCR sous toutes ses formes. 
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Cette approche alternative est néanmoins justifiée par la notion acquise depuis le démarrage 
de ce projet que la reconnaissance de l’EPCR par le TCRγ4δ5 n’est vraisemblablement pas 
dépendante du lipide présenté par la molécule. Cela dit, toutes les cellules exprimant l’EPCR 
ne sont pas sensibles à l’action de cellules attaquantes exprimant le TCR, et il est envisagé 
que ce TCRγ4δ5 interagit avec une forme de l’EPCR altérée ou modifiée en condition de 
stress, lui permettant ainsi de discriminer par exemple les cellules endothéliales saines des 
cellules infectées ou transformées. Pour cette raison, l’utilisation d’un TCRγ4δ5 comme 
module de ciblage reste encore pour le moment l’objectif à atteindre.  
  



















  RESULTATS 
 132 
Partie III : 
Amélioration de la production et de l’activité cytotoxique  
de protéines polymériques solubles dérivées du FasL par l’expression 
concomitante de FasL soluble. 
 
Avant mon arrivée au laboratoire, une seconde chimère avait été générée : la protéine 
HLA-pfFasL issue de la fusion de la molécule HLA-A2, de la β2-microglobuline et de 
pfFasL. Elle a été imaginée et construite dans le but d’éliminer sélectivement les LT 
allogéniques dirigés contre la molécule HLA-A2,  dans le cadre de la transplantation. Comme 
pour la chimère dcTCR-pfFasL, la molécule HLA-pfFasL conserve sa structure polymérique 
liée à la présence du domaine « Iglike » et l’activité cytotoxique du module pfFasL. Elle est 
aussi produite à des quantités et concentrations très faibles par les cellules mammaliennes 
COS.  
Ce projet a débuté en rassemblant toutes les données obtenues pour les différentes 
protéines de fusion générées au laboratoire (TCR-pfFasL, HLA-pfFasL, pfFasL sfFasL). 
Deux observations nous montraient que la structure de nos protéines n’était pas optimale. La 
première concerne la production de ces protéines par les cellules de mammifères (COS ou 
HEK). Nous avons observé que le taux de production de ces protéines était inversement 
corrélé à la complexité de sa structure. En d’autres termes, plus la taille des complexes est 
importante, plus la production sera faible. Cette perte de production peut atteindre un facteur 
500 pour la molécule HLA-pfFasL par rapport à la production de sfFasL. La seconde 
observation concerne l’activité pro-apoptotique de ces protéines. Nous avons observé que les 
molécules HLA-pfFasL et dcTCR-pfFasL présentaient une baisse d’efficacité par rapport au 
pfFasL, probablement dût à la présence du domaine de ciblage qui gêne par encombrement 
stérique la conformation optimale du module FasL. 
 
Dans l’objectif d’améliorer ces deux paramètres, nous avons intuitivement émis 
l’hypothèse que l’insertion au sein des chimères de sFasL, qui de petite taille mais non 
cytotoxique, améliorait la structure tridimensionnelle de ces protéines polymériques. Pour 
vérifier notre hypothèse, des expériences de co-transfections ont été réalisées en cellules  COS 
ou HEK, à l’aide de mélange de plasmides codant le sFasL et le pfFasL ou les chimères 
dérivées. Puis, les propriétés biochimiques et fonctionnelles des protéines sécrétées par la 
cellule ont été analysées. Ce chapitre présente les méthodes utilisées et les résultats obtenus, 
sous la forme d’un article qui est actuellement en révision dans le journal PlosOne. Dans cet 
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article, la chimère dcTCR-pfFasL avait été renommée TCR-pfFasL pour faciliter la 
compréhension.  
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Abstract 
Membrane FasL is the natural trigger of Fas-mediated apoptosis. A soluble homotrimeric 
counterpart (sFasL) also exists which is very weakly active, and needs oligomerization 
beyond the trimeric state to induce apoptosis. We recently generated a soluble FasL chimera 
by fusing the immunoglobulin-like domain of the Leukemia Inhibitory Factor receptor gp190 
to the extracellular region of human FasL, which enabled spontaneous dodecameric 
homotypic polymerization of FasL. This polymeric FasL (pFasL) displayed anti-tumoral 
activity in vitro and in vivo without systemic cytotoxicity in mouse. In the present work, we 
focused on the improvement of pFasL, with two complementary objectives. Firstly, we 
developed more complex pFasL-based chimeras that contained a cell-targeting module. 
Secondly, we attempted to improve the production and/or the specific activity of pFasL and of 
the cell-targeting chimeras. We designed two chimeras by fusing to pFasL the extracellular 
portions of the HLA-A2 molecule or of a human gamma-delta TCR, and analyzed the 
consequences of co-expressing these molecules or pFasL together with sFasL on their 
heterotopic cell production. This strategy allowed to significantly enhancing the production of 
pFasL and of the two chimeras, as well as the cytotoxic activity of the two chimeras but not of 
pFasL. These results provide the proof of concept for an optimization of FasL-based chimeric 
proteins for a therapeutical purpose. 
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Introduction 
FasL (CD95L) is a type II homotrimeric transmembrane protein of the TNF family (Bodmere 
et al. , 2002). FasL is expressed on activated T lymphocytes and natural killer cells, as a 
weapon to eliminate transformed and infected cells expressing the transmembrane receptor 
Fas (CD95/APO-1) (Krueger et al., 2003). Cleavage of membrane-bound FasL by 
metalloproteases (Kayagaki et al., 1995;Mariani et al., 1995) generates homotrimeric soluble 
FasL (sFasL), which is at least 1000-fold less apoptotic, and competes with membrane FasL 
for cell killing (Suda et al., 1997;Schneider et al., 1998; Tanaka et al., 1998; Sieg et al., 1999). 
Interestingly, upon cross-linking with antibodies, sFasL recovers its pro-apoptotic activity, 
and a FasL hexamer appears as the smallest functional form (Holler et al., 2003). 
The triggering of Fas initially appeared as a promising approach to treat cancer but an 
agonistic anti-Fas antibody triggered fulminant lethal hepatitis upon injection in mice, 
precluding the use of Fas inducers for a therapeutic purpose in human (Ogasawara et al., 
1993). A humanized anti-Fas antibody did not display such toxicity but frequently triggered 
anti-idiotype sensitization in monkeys (Saito-Yabe et al., 2009). Besides this approach, 
numerous research teams have designed sFasL-derived agonists devoid of the toxicity of the 
anti-Fas antibodies and with at least comparable apoptotic activity [reviewed in references (de 
Bruyn et al.,;Villa-Morales et al., 2012], using either spontaneously polymeric (i.e. at least 
hexameric) or oligomeric (i.e. smaller than the hexamer) sFasL-based fusion proteins. These 
chimeras contained or not, N-terminally to sFasL, a targeting module able to recognize the 
target cell to be destroyed or to be recognized by a carrier cell, which will then present FasL 
to the target cell, thereby mimicking transmembrane FasL. Representative examples were the 
hexameric MegaFasL (Holler et al., 2003), which associates the collagen domain of 
adiponectin (ACRP30) to sFasL, the streptavidin-FasL (SA-FasL) (Yolcu et al., 2002), and 
the CTLA-4-FasL (Huang et al., 2001;Elhalel et al., 2003) chimeras, which respectively bind 
to biotin-labeled or to CD80-expressing cells. An alternative strategy consisted in fusing to 
sFasL a single chain variable fragment from a monoclonal antibody, as for sc40-FasL (Samel 
et al., , 2003) and scfvRit-FasL (Bremer et al., 2008), to target fibroblasts and B-cell leukemia 
cells through the Fibroblast Activation Protein and CD20, respectively. In vivo assays in 
rodent models have demonstrated the validity of these strategies for immunotherapy, as they 
helped controlling allogenic immune reactions, tumor progression or experimental arthritis 
(Zhang et al., 2008), alone or in combination with chemotherapeutic agents [reviewed in (de 
Bruyn et al., ;Villa-Morales et al., 2012)]. MegaFasL is currently being used in human glioma 
[ref. (Eisele et al.,) and NIH clinical trial NCT004437736)].  
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We recently developed a new form of functional polymeric sFasL (pFasL), which 
spontaneously occurs in cell culture supernatants as cytotoxic hexamers and dodecamers. It is 
a fusion protein between human sFasL and a 81 amino acids subdomain of the human LIF 
receptor chain gp190 having a spontaneous propensity to self-associate. It displays a higher 
cytotoxic activity than the commercially available antibody-crosslinked Flag-tagged sFasL, 
and is able to delay tumor growth in a murine model of transplanted human tumor cells 
[Daburon et al, submitted for publication]. To further improve this recombinant death inducer, 
we focused on two complementary objectives. The first one was to develop pFasL-derived 
chimeras containing a cell-targeting module in order to selectively enhance the activity of 
pFasL. The second one was to improve the cell production and/or the specific activity of 
pFasL itself and of such chimeric products. Indeed, we followed the intuitive reasoning that 
compacting into a polymeric complex, monomers each consisting of successive protein 
modules, may come along with increasing structural constraints that will finally be 
detrimental to the chimera, either for its intracellular production or secretion, or for its 
targeting specificity and/or cytotoxic activity.  
We thus constructed two chimeras, called HLA-pfFasL and TCR-pfFasL, in which a Flag-
tagged form of pFasL was respectively C-terminally linked to a β-2 microglobulin/HLA-
A*02:01 fusion molecule or to the extracellular portions of a Vγ4Vδ5 gamma-delta TCR able 
to recognize the cellular Endothelial Protein C receptor (EPCR). These targeting modules 
were selected as possible strategies to eliminate by Fas-mediated apoptosis respectively HLA-
alloreactive T-lymphocytes in a transplantation setting, or carcinoma cells as EPCR is a stress 
self antigen over-expressed in various cancer cell types and recognized by the Vγ4Vδ5 TCR 
(Willcox et al.,  2012). To verify our hypothesis, we co-expressed with the cDNA encoding 
pFasL or the chimera, the one encoding the very weakly apoptotic sFasL, expecting it to be 
incorporated into the secreted chimeric polymer and therefore able to improve overall 
structure of the complex while maintaining its activity. In the present report, we describe the 
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Materials and Methods 
 
Cell lines, chemicals and antibodies 
The human Fc receptor CD32 transfected mouse fibroblastic L-cells (Banchereau et al., 
1991), the simian epithelial COS-7 cells and the human epithelial HEK 293T cell lines were 
maintained in culture with DMEM (Invitrogen Gibco, Fisher Scientific, Illkirch, France). The 
human T-lymphoma Jurkat cells were cultivated in RPMI 1640 (Invitrogen Gibco). Culture 
media were supplemented with 8% heat-inactivated FCS (GeHealthcare, Buckinghamshire, 
UK) and 2 mM L-glutamine (Sigma, Saint-Louis, USA). The PE-labelled anti-CD32 and anti-
mouse IgG mAbs used for cell staining were from Immunotech Beckman Coulter (Marseille, 
France). The anti-mouse Fas (clone JO-2) and the anti-human FasL (clone G247-4) mAbs 
were from BD Biosciences (Pont de Claix, France). The purified anti-Flag (clone M2), anti-
β2-microglobulin (clone B2M-01) and anti-CD32 (clone AT10) mAbs were from Sigma, 
Pierce technology (Rockford, USA) and Abcam, (Cambridge, USA), respectively. The mouse 
anti-human FasL clones 10F2 (neutralizing) and 14C2 (non-neutralizing) mAbs were home-
made (Legembre et al., 2002). The remaining chemical reagents were purchased from Sigma 
unless otherwise specified. 
 
Plasmid constructs  
All the constructs were subcloned into the 5370 bp pEDr mammalian expression vector 
(Kaufman et al., 1991). The soluble FasL (sFasL) and the soluble polymeric FasL (pFasL) 
constructs were previously described [Daburon et al, submitted for publication]. Regarding 
the TCR-pFasL, two constructs were generated by fusing the extracellular regions of the γ4 
TCR chain (aa 20 to 295) or of the δ5 TCR chain (aa 27 to 272) to the pFasL coding sequence 
as follows. The portion encoding the extracellular domain of the γ4 TCR chain or of the δ5 
TCR chain (Willcox et al., 2012) were obtained by PCR using 5’-
AATCTAGACAGCAAGTTAAGCAAAATTC-3’ and 5’-
AAACTAGTTGTGAGGGACATCATGTTC-3’ primers for the δ5 chain or  
5’AATCTAGAAACTTGGAAGGGAGAACG 3’ and 5’- 
AAACTAGTCAGGAGGAGGTACATGTA-3’ primers for the γ4 chain. The PCR fragments 
were digested by XbaI and SpeI enzymes and ligated into the pEDR-pFasL vector into the 
SpeI cloning site. For the HLA-pFasL construct, the extracellular domain of the HLA-
A*02:01 sequence fused 3’-terminally to the beta2-microglobulin whole coding sequence 
kindly provided by Dr Jar-How Lee (One Lambda, Canoga Park, CA), was subcloned into the 
pFasL plasmid as follows. The fragment encompassing the signal peptide and extracellular 
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portion of this chimera (aa 1 to 386) were isolated by PCR using 5’-
AGATCTAAGGAGATATAGATATGTCTCGCTCCGTGGCC-3’ and 5’- 
ACTAGTACTACCGGCACCTCCCAGGGGAGGGGCTTGGG-3’ primers. A 15 bp linker 
(GGAGGTGCCGGTAGT) was added to the 3’ overhang by PCR. The whole PCR fragment 
was ligated into the pEDr-pFasL vector between the BglII and SpeI cloning sites. A 21-bp 
Flag tag sequence containing 5’XbaI and 3’SpeI overhangs was added between the TCR or 
HLA modules and the pFasL portion by direct ligation into a SpeI site, generating the TCR-
pfFasL constructs. Similarly, a pfFasL and a sfFasL were obtained. All the constructs were 
verified by sequencing (Beckman Coulter Genomics, Takeley, UK). The final plasmids 
encoding sFasL, sfFasL, pfFasL, TCR-pfFasL and HLA-pfFasL displayed a nucleotide length 
in the range of 6000, 6000, 6300, 7100 and 7400 base pairs. For the transfection experiments 
using mixed plasmids, the percentage of added sFasL plasmid was determined on a molar 
basis. 
 
Production of the soluble chimeras by calcium phosphate transient transfection 
The human sFasL, sfFasL, pfFasL and HLA-pfFasL recombinant proteins were produced by 
transient expression in COS-7 cells whereas TCR-pfFasL was expressed in HEK 293T cells 
as higher amounts were produced in this cell line, according to the protocol optimized by 
Jordan et al (Jordan et al., 2004). One day before transfection, 1.5.106 cells were seeded in a 
10 cm Petri dish in complete medium. The medium was replaced 3 to 4 hours prior to 
transfection. The plasmid DNA (7.6 pmol, corresponding to 30 µg in the case the sfFasL 
encoding plasmid) was diluted to the indicated concentration with ultrapure water and 2 M 
calcium chloride (70 µL/dish) to a final volume of 0.5 mL. After adding one volume of 2X 
HBS buffer (pH 7.05; 1.5 mM Na2HPO4, 55 mM HEPES, 274 mM NaCl) the mix was 
allowed to precipitate for 10 min at room temperature and added dropwise onto the plated 
cells. The supernatants containing targeted soluble chimeras were collected 4 days after the 
transfection and centrifuged 20 min at 4000 rpm at 4°C and the pelleted debris were removed. 
For the TCR-pfFasL, the plasmids containing the TCR γ4 chain and the TCR δ5 chain were 
co-transfected in equal amounts (w/w).  
 
Protein quantification 
The concentration of the chimeras was quantified in cell culture using specific sandwich 
ELISA assays. The anti-FasL 14C2 or the anti-Flag mAbs were pre-coated overnight onto 96 
well ELISA plates (Maxisorp Nunc, Thermo Scientific, Rochester, USA) respectively at 1 µg 
or 0.25 µg/well in hydrogenocarbonate coating buffer (pH = 9.6). The plate was washed 3 
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times with PBS containing 0.05% Tween 20 and saturated with PBS containing 1 % BSA.  
Known quantities of sfFasL or untagged pFasL were used as standards, respectively. After a 
2-hour incubation with 100 µL/well of the chimeras to be measured, the plate was washed and 
incubated 1 h with biotinylated anti-human FasL mAb 10F2 at 0.1 µg/well in 100 µL diluted 
in PBS with 1 % BSA. After 3 washes, the plate was incubated for 1 h with peroxidase-
labelled streptavidin (GEHealthcare) diluted 1/2000 in PBS with 1 % BSA. After a 1 h 
incubation and a final wash step, the tetramethylbenzidine substrate (60 µg/ml in pH 5.5 
citrate buffer) was added (100 µL/well). The reaction was stopped after 15 min with 1 M 
sulfuric acid (50 µL/well) and the plate was read at 450 nm on a spectrophotometer. 
 
Cytotoxicity assays 
The cytotoxic activity of the chimeras was evaluated on Jurkat cells using the MTT viability 
assay. Cells (3.104/well) were seeded in duplicate in flat-bottomed 96 well-plates and 
incubated overnight with the chimeras in a final volume of 100 µL. Then, cells were 
incubated for 4 h at 37°C with the  tetrazolium salt [3-(4,5-dimethyl thiazol-2yl)]-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide (Sigma), 15 µL/well at 5 mg/mL in PBS. After addition of 105 
µL/well of 5% formic acid in isopropanol to solubilise the formazan precipitate, optical 
density was measured at 570 nm. The percentage of specific cytotoxicity of the chimera on 
the cells was then calculated as follows: 100–[(experimental absorbance - background 
absorbance Jurkat cells alone)/(control absorbance- background absorbance)] x 100. 
The enhancing effect of the chimera-targeting module was analyzed on L-cells stably 
expressing human CD32 using a propidium iodide cytotoxicity assay as follows. The HLA-
pfFasL chimera was incubated during 1 h at room temperature with an anti-b2 microglobulin  
at 0.12 µg/ml, the anti-Flag mAb at 0.04 µg/ml or an IgG1 isotype-matched negative control 
at 0.12 µg/ml, to a final volume of 50 µL. These concentrations provided the optimal cross-
linking effect in dose-response experiments with the L-cells. Then, 20000 L-cells were added 
to a final volume of 0.1 mL. Regarding the blocking experiments, L-cells were pre-incubated 
30 min at RT with anti-CD32 (clone AT10) or with anti-FasL (clone 10F2) blocking mAbs at 
5 mg/ml, respectively. The plates were incubated at 37°C during 36 h. Cells and apoptotic 
bodies were centrifugated 10 min at 4000 rpm and resuspended with propidium iodide 
solution (50 µg/mL) (Sigma) diluted in hypotonic solution (0.1 % trisodium citrate, 0.1 % 
triton X100) and the percentage of cells in sub-G1 was analyzed by flow cytometry (Fortessa, 
BD Biosciences).  
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Immunoprecipitation and immunoblot experiments 
Chimera immunoprecipitations were performed using Pansorbin® from S. aureus cells (EMD 
Millipore, Darmstadt, Germany). Pansorbin® (4 µL/condition) pre-saturated with PBS 
containing 3 % BSA was incubated overnight at 4°C with 3 µg of purified anti-Flag or anti-
FasL 10F2 mAbs in a total volume of 1 mL. The excess of unbound mAb was removed by 
adding 1 mL of washing buffer (25 mM HEPES pH 7.4, 40 mM Na4P2O7 , 100 mM NaF , 40 
mM Na3VO4, protease cocktail inhibitor, Triton 0.5 %), followed by centrifugation (5500 
rpm, 5 min, 4°C). A fixed concentration of the chimera quantitated with the Flag/FasL ELISA 
was then added to the pellet to a final volume of 0.7 mL. After 4 h incubation at 4°C, the 
pellet was centrifuged and washed 4 times with the washing buffer. The proteins were 
released by heating (95°C, 5 min) in reducing loading buffer and separated by SDS-PAGE in 
a 15 % polyacrylamide gel. 
For the immunoblot experiments, either supernatant or immunoprecipitated proteins were 
electrophoretically separated by SDS-PAGE on 10 or 15 % gels in reducing conditions, and 
transferred onto nitrocellulose membrane (Biotrace NT, VWR, Fontenay-sous-bois, France) 
by semi-dry transfer. The membranes were stained with Ponceau red and saturated with 2.5 % 
BSA in TBST buffer (192 mM Glycine, 25 mM Tris, 0.1 % SDS, 0.05 % Tween 20, pH 7.9). 
Immunoblots were performed with the mouse anti-human FasL G247-4 antibody at 1 µg/mL 
in TBST and with an IRDye® 800CW labelled anti-mouse IgG antibody (LICOR® 
ScienceTech, Courtaboeuf, France) at a 1/10000 dilution in TBST. Then, the luminescence 
signal were visualized and quantified by densitometry with the Odyssey® Infrared Imaging 
system (LICOR®). 
 
Size exclusion liquid chromatography 
The apparent molecular size of the chimeras was evaluated using the Superose 6 column 
(GeHealthcare). The pfFasL protein was first concentrated using ammonium sulfate 
precipitation (70 %) then dialysed overnight against PBS. The chimera was loaded in a 
volume of 0.2 mL onto the columns, and eluted in equilibration buffer (50 mM HEPES, 200 
mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 10 % glycerol) at 0.4 mL/min. Fractions of 0.25 mL were 
collected. The elution profile of the recombinant proteins was evaluated by the ELISA FasL 
using the 14C2 and 10F2 mAbs as described above 
 
Statistical analysis 
Statistics were calculated with the t test using Statview (SAS Institute Corporation, Version 
5.0, Cary, NC) software.  




Description of the FasL-based proteins 
The 6 FasL-derived recombinant proteins used are depicted in Figure 1. Besides soluble FasL 
(sFasL) and its Flag-tagged sfFasL counterpart, we also modified pFasL to incorporate the 
Flag tag (leading to pfFasL). We also generated three constructs associating a cell-targeting 
module N-terminally to pfFasL, consisting in the extracellular regions of the HLA-A*02:01 
allele fused to the β2-microglobulin coding sequence and of a Vγ4Vδ5 TCR, leading to the 
HLA-pfFasL, the γ4-pfFasL and the δ5-pfFasL molecules. 
The recombinant proteins were all secreted as soluble forms in the supernatant of transfected 
mammalian cells. The TCR being a heterodimeric protein, the TCR-pfFasL protein was 
produced upon co-transfection of equal amounts of the plasmids encoding γ4-pfFasL and δ5-
pfFasL. As expected, the pfFasL, TCR-pfFasL and HLA-pfFasL chimeras were polymeric, 
and under reducing conditions displayed apparent sizes of 37-40, 79 and 85 kDa respectively 
(result not shown). The low molecular weight sFasL, sfFasL and pfFasL monomers appeared 
as two distinct forms traducing different levels of glycosylation, as previously reported 
[(Schneider et al., 1997) and Figure 2B]. We observed that the larger chimeric proteins HLA-
pfFasL and TCR-pfFasL were produced at much lower levels than sfFasL, i.e. at 36±18 
ng/mL and 133±46 ng/mL respectively, versus 17±8.5 µg/ml for sfFasL, whereas the pfFasL 
was secreted at an intermediate level (3.3±2.9 µg/mL). Globally, increasing the complexity 
and the size of the chimeras deeply and negatively altered the amount of protein secreted in 
the culture supernatants. The size and biological activity characteristics of the FasL proteins 
are summarized in Table 1. Especially, we observed that sFasL and sfFasL were extremely 
poorly cytotoxic on their own, as they were at least 5000 less active than pfFasL (C50 
measured at >3000 vs 0.6+/-0.4 ng/ml, respectively). This was caused by an insufficient 
degree of polymerization of the soluble forms of FasL, as demonstrated by cross-linking of 
sfFasL with the anti-Flag antibody which allowed to recover an activity close to that of 
pfFasL (3+/-1.3 vs 0.6+/-0.4 ng/ml). 
 
Enhancement of FasL-derived chimera production in the presence of sFasL 
In order to improve the production of our FasL chimeras, we hypothesised that decreasing the 
size of the polymer could enhance its release in the supernatant. To answer this point, we co-
transfected the sFasL encoding plasmid together with the one encoding the Flag-tagged 
chimera (Figure 2A).  
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We first tested the effect on pfFasL and sfFasL production, of the co-transfection of 
increasing amounts of the sFasL encoding construct together a fixed amount of these plasmids 
(Figure 2A). Total FasL protein was measured using an ELISA with two antibodies 
recognizing distinct epitopes of FasL, whereas sfFasL and pfFasL were discriminated from 
sFasL with an ELISA using anti-Flag and anti-FasL antibodies for the capture and detection 
steps, respectively. We observed a dose-dependent effect of the amount of the sFasL plasmid 
used at the transfection step, on the production of the pfFasL protein in the supernatant. In our 
hands, the optimal ratio between both cDNA species was reached with 50 % of the sFasL 
plasmid, leading to a 10-fold enhancement of the supernatant concentration of pfFasL, while 
the total amount of FasL-containing proteins increased concomitantly. In contrast, for the 
sfFasL construct, we were not able to demonstrate any enhancing effect of sFasL on the level 
of Flag-tagged FasL protein produced and the total amount of FasL containing protein 
increased only weakly. 
The higher molecular weight chimeras TCR-pfFasL and HLA-pfFasL were also examined. A 
significant enhancing effect of sFasL was obtained on the production of both Flag-tagged 
constructs, with a maximum for 12.5 % and 12.5 to 25 % of the amount of the TCR-pfFasL 
and HLA-pfFasL, respectively. This allowed to increase the amount of the chimeras by 2 and 
5 fold above the plateau of production when transfected alone. In addition, as observed for 
pfFasL, the total amount of FasL containing protein increased with the amount of plasmid 
transfected, but the quantity of the Flag-tagged chimera produced significantly decreased for 
amounts of sFasL plasmid above the plateau value. The apparent increase in Flag-tagged 
protein production in the presence of sFasL, as measured with ELISA, was verified by 
directly immunoblotting with the anti-FasL antibody the cell culture supernatant obtained at 
the optimal condition of plasmid ratio. As shown in Figure 2B for pfFasL, we confirmed that 
the co-transfection drastically increased the production of pfFasL (MW 37-40 kDa) and that 
sFasL was also produced (MW 27-30 kDa). 
 
Direct incorporation of sFasL into the pfFasL-containing aggregates 
We then asked whether the observed increased production of the pfFasL-derived ligands in 
the presence of co-expressed sFasL was coincided with its incorporation into the polymeric 
chimera. For this purpose, the pfFasL construct was used as the prototypic example (Figure 
3A). 
At first, immunoprecipitation experiments were carried out with anti-FasL or anti-Flag 
antibodies, followed by immunoblotting with an anti-FasL antibody. The untagged sFasL 
produced alone as a control was immunoprecipitated with the anti-FasL but not with the anti-
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Flag antibody. No sFasL was detected in the anti-FasL immunoprecipitates of the pfFasL 
expressed alone, and as expected it was detected after co-transfection of both plasmids. The 
anti-Flag antibody immunoprecipitated pfFasL when it was expressed alone or with the sFasL 
plasmid, and co-precipitated sFasL after co-expression of both constructs, thereby confirming 
our hypothesis. A densitometric analysis of the immunoblot showed that incorporation of 
sFasL increased with the amount of plasmid co-transfected into the cells, for an identical 
amount of immunoprecipitated pfFasL as quantitated with the ELISA specific for Flag-tagged 
FasL (Figure 3B). 
Secondly, we wondered whether the presence of sFasL into the aggregates of the pfFasL 
chimera would modify its polymeric state and/or size. We analysed by gel filtration the 
protein complexes produced in the absence and in the presence of 25 or 50 % of the sFasL 
plasmid. Total FasL was then measured in the elution fractions with the ELISA specific for 
FasL (Figure 4). We observed that concomitantly to the increase in proportion of the sFasL 
plasmid, the high molecular weight polymers were progressively lost to the benefit of smaller 
compounds, as expected from the inability of sFasL to trigger aggregation above the trimeric 
stage. 
 
Enhancement of the cytotoxic activity of the FasL-derived chimeras in the presence of 
sFasL 
The effect of sFasL addition within the Flag-tagged FasL complexes, on their capacity to 
induce apoptosis was assessed on the Fas-sensitive Jurkat cell line (Figure 5). For this 
purpose, we chose a concentration of the Flag-tagged proteins produced in the absence of 
added sFasL, which triggered a weak cytotoxicity, in the 20 to 30 % range of cell death. An 
identical concentration of the Flag-tagged proteins, as estimated with the ELISA specific for 
the Flag-tagged constructs, was incubated with the target cells for each of the various sFasL 
plasmid ratios assayed. Differences in cell cytotoxicity would therefore reflect a higher or 
lower intrinsic ability of the co-expressed proteins to trigger cell death. Similarly to sFasL, 
which is known to barely induce apoptosis, sfFasL did not trigger cell death on its own. 
Cross-linking of sfFasL with an anti-Flag antibody revealed the cytotoxic potential of the 
protein. The presence of the sFasL protein did not modify the ability of the anti-Flag antibody 
cross-linked sfFasL to kill Jurkat cells, whichever the ratio between the two proteins was 
achieved at the transfection step. We did not notice any detrimental influence of the presence 
of sFasL on the spontaneously cytotoxic pfFasL complexes. In contrast, the TCR-pfFasL and 
HLA-pfFasL both displayed a 5 to 6 fold improved cytotoxicity in the presence of sFasL 
plasmid at the optimal ratio of 50 %, on the basis of the calculated EC50 (results not shown), 
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when compared to the chimeric proteins expressed alone (Table 1). At higher ratios of sFasL 
plasmid, the gain in cytotoxic activity tended to decrease for TCR-pfFasL and HLA-pfFasL, 
an effect which was not observed for pfFasL. 
 
Incorporation of sFasL does not hinder cell targeting of the FasL chimera 
The apparent size decrease of the pfFasL protein complexes observed upon co-expression 
with sFasL, reflecting its dilution with short sFasL within the complexes, might as a corollary 
also diminish the cell targeting potential of the chimeras. To investigate this possibility, we 
analysed the ability of the HLA-pfFasL chimeric protein to target Fas-sensitive cells in a 
specific manner. For that purpose, we used murine fibroblastic L-cells stably expressing the 
human IgG Fc receptor CD32 and murine Fas (Figure 6A) and which are sensitive to 
apoptosis induced by the agonistic anti-murine Fas JO-2 antibody and human FasL (Figure 
6B). The chimera complexes, by themselves exerted a cytotoxic effect on L-cells, which was 
enhanced by the presence of sFasL into the complexes, similarly to what was observed with 
the Jurkat target cells (see Figure 5). To mimick the targeting effect mediated by the chimera, 
we pre-incubated the HLA-pfFasL chimera with an anti-Flag or an anti-beta-2 microglobulin, 
to generate immune complexes, or with an isotype-matched irrelevant monoclonal antibody as 
a control. We used concentrations of the HLA-pfFasL chimera in the presence or absence of 
sFasL that triggered 15 to 25 % of cell death, as measured with the ELISA specific for the 
Flag-tagged molecule (Figure 6C). The targeting mediated through the anti-beta-2 
microglobulin or anti-Flag antibodies via CD32 significantly enhanced by 2.5 fold the 
cytotoxic activity of the chimeric molecule expressed alone. In the presence of sFasL, the 
CD32 targeting was fully maintained, as the gain in activity was identical to what was 
obtained with the chimera expressed without sFasL. The dependency of the cytotoxic effect 
measured on the L-cells toward Fas and CD32 was verified by its abrogation in the presence 
of neutralising anti-FasL or blocking anti-CD32 antibodies (Figure 6D). 
 




In this report, we described an approach to improve the design of polymeric FasL-based 
chimeric proteins, toward a better heterotopic cellular production, and a better biological 
activity. This was achieved by co-expressing the chimeric protein of interest together with 
sFasL leading to the secretion of heteromeric complexes. At first glance, this may appear as 
highly counter-intuitive, as sFasL is known to display a very weak cytotoxic activity, which 
was confirmed in our experiments, as it was 5000 less active than pfFasL. However, we 
indeed observed that the presence of sFasL into the FasL-derived chimeras increased both 
their recovery in the culture supernatant and their proapoptotic functional activity.  
The gain in net production relied on the complexity and/or the size of the FasL-based unit 
constituting the polymer, which by itself already greatly influenced the level of production 
that could be spontaneously reached. We did not observe any effect of coexpressed sFasL on 
the net production of the trimeric sfFasL, which is already produced at saturating levels when 
expressed alone in the optimized experimental conditions used. For pfFasL, which is 
polymeric and consists mainly of hexamers and dodecamers, as described elsewhere 
(Daburon et al, submitted), the production of this chimera is enhanced by up to 10 fold in the 
presence of sFasL, allowing to reach an optimal production level close to that obtained for 
sFasL at its maximum. For more complex FasL-based units, such as HLA-pfFasL and TCR-
pfFasL, the production is also improved although to a lower 2 to 5-fold extent. As these 
chimeras were secreted at much lower levels than the smaller forms, we conclude that 
significantly improving their production is indeed possible but that intrinsic constraints, such 
as are e.g. the size of the monomer, of the final polymer or of both, will nevertheless auto-
limit the capacity of the cell to produce and/or release them. The phenomenon we describe in 
the present report did not appear to be limited neither to a specific chimeric construct, as we 
successfully observed it with three different ones, nor to be dependent on a cell production 
system, as the TCR and HLA chimeras were produced in HEK and COS cells, respectively. 
In experiments not shown, we obtained similar results for the pfFasL alone or in combination 
with sFasL in a very different context, i.e. a stable production system following transduction 
of HEK cells with two retroviral constructs each encoding one FasL-derived molecule (see 
supplementary Figure 1). Our results also showed that the gain in protein production reached 
a maximum before decreasing when the proportion of sFasL becomes too important, as was 
observed for sfFasL, pfFasL, HLA-pfFasL and TCR-pfFasL. This could suggest that an 
overwhelming production of sFasL tends to divert the cellular machinery from the 
manufacturing of the HLA-pfFasL and TCR-pfFasL chimeras. 
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 The gain in function we observed was also dependent on the complexity of the FasL-
based unit composing the polymer, with some differences when compared to the 
improvement in production. For sfFasL, no cytotoxic function appeared whichever the 
proportion of non-tagged sFasL was present, consistent with the fact that sFasL is not 
expected to be able to alter the polymerisation level of sfFasL, which by itself is trimeric as 
sFasL is (Holler et al., 2003). No gain in function was noticed either in the presence of the 
cross-linking anti-Flag antibody, suggesting that the spatial intrinsic organisation of the 
sfFasL+anti-Flag antibody is close to its functional optimum, and therefore can not be 
improved further with sFasL. This is confirmed with the pfFasL chimera, as no improvement 
in cytotoxic efficiency was observed in the presence of sFasL, although we reported a strong 
increase in the amount of protein produced. This discrepancy between these two criteria also 
suggests that the spatial organisation of the pfFasL chimera is already optimal in the absence 
of sFasL, and that only its intracellular processing or release can be optimized. For the HLA-
pfFasL and TCR-pfFasL species, which were produced to much lower amounts, the cytotoxic 
activity was significantly enhanced, in addition to an improvement in cell production, in the 
presence of sFasL. Therefore, the gain occurs at both steps. However, although the overall 
raise might be considered as modest at each step, this may be explained by the nature of the 
chimeras we attempted to produce. Indeed, a γ4δ5 TCR is a non covalently-linked 
heterodimeric protein with a natural propensity for the two chains to interact with each other 
into a stable dimer. In experiments not shown, we noticed that none of the two chimeric 
chains was produced alone, in the absence of the co-transfection of its partner (manuscript in 
preparation), suggesting that the pre-association of the TCR chains is a pre-requisite to the 
release of the TCR-pfFasL chimera. Therefore, such a polymeric chimera is intrinsically 
complex in terms of structure, which may explain why the spontaneous production level is 
low, and also why it cannot drastically be improved. An alternative would be to generate a 
single chain construct, on the model of what has been done for a TCR of the alpha-beta type 
(Belmont et al.,  2006). In the case of HLA-pfFasL, the construct we used consisted in a first 
single chain beta-2 microglobulin HLA fusion, secondly attached to the FasL moiety, so it 
was also in itself a complex molecule. In addition, HLA stability is highly dependent on the 
presence of a peptide into the peptide-binding groove, which may also impinge on the overall 
stability of the chimera. Our results also showed that the gain in cytotoxic activity for HLA-
pfFasL and TCR-pfFasL reached a maximum before decreasing in the presence of higher 
proportions of sFasL. This could reflect a decrease in the overall size of the chimeric proteins, 
below the minimal degree of polymerization required for a biologically active molecule. 
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The gel filtration experiments we conducted showed a progressive decrease in the average 
size of the pfFasL chimera as the amount of sFasL increased: the high molecular weight 
compound disappeared at the benefit of smaller forms. This would explain both the increase 
in production due to the handling by the cell machinery of smaller complexes, and the 
enhancement of the activity if assuming that the most polymeric complexes are not the most 
efficient ones. However, and as observed for the production of the chimeras, the gain in 
activity may also be followed by a significant loss when the proportion of sFasL becomes too 
important, as we indeed observed it for HLA-pfFasL and TCR-pfFasL. This suggests that an 
overwhelming production of sFasL leads to the decrease in the proportion of chimera 
polymers of a size compatible with a biological activity. Again, a preliminary determination 
of optimal conditions is also required for cytotoxicity, before launching large-scale 
production.  
The present work demonstrates that the production and/or apoptotic activity of FasL-derived 
chimeras can be enhanced by incorporating the almost non cytotoxic ligand sFasL, thereby 
improving the obtention of more complex chimeric proteins equipped with a cell targeting 
module. Our results suggest that this design could improve the efficacy of cell type-selective 
chimeras, as we describe that the cytotoxicity of the HLA-pfFasL towards Fas-sensitive cells 
is indeed specifically improved in a cellular model where the chimera is tethered onto the 
surface of a presenting cell via an anti-beta2 microglobulin or an anti-Flag antibody. Then, the 
approach we describe here suggests that the design of FasL-derived chimeras associating two 
different cell-targeting modules is possible, with possibly a synergy as the coexpression of 
two different monomers could lead to a copolymer with a higher activity than each 
constitutive compound. 
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Table 1 : Main characteristics of the FasL-derived proteins used in the present study, in 








EC50 (pM) n1 
sFasL 27-30 Trimer > 3000 - 5 
sfFasL 29-32 Trimer > 3000 - 5 
sfFasL+anti-Flag - ≥ Hexamer 3 +/-1.3 98 +/- 43 5 
pfFasL 37-40 Hexamer 
Dodecamer 
0.6 +/- 0.4 
 
15.5 +/- 11.5 8 
TCR-pfFasL 79 Tetramer 
≥ Hexamer 
3.7 +/- 1.3 46.7 +/- 16.2 10 
HLA-pfFasL 85   Tetramer 
≥ Hexamer 
  1.6 +/- 0.4 
 
19.8 +/- 5.1. 11 
 
1 number of experiments conducted from different transfection supernatants used for the 
determination of the cytotoxicity EC50 values on the Jurkat cell line. 
  




Figure 1: Schematic description of the chimeric human FasL-derived constructs. 
Schematic representation of soluble FasL (sFasL), Flag-tagged sFasL (sfFasL), polymeric 
Flag-tagged soluble FasL (pfFasL), polymeric TCR γ4 and δ5 Flag-tagged soluble FasL 
generating the TCR-pfFasL upon cotransfection, and β2-microglobulin-fused HLA-A*02:01 
Flag-tagged soluble FasL (HLA-pfFasL). The f and p symbols represent the flag epitope and 
the LIF receptor-derived domain triggering the polymerisation of the FasL oligomers, 
respectively.  
 
Figure 2: Effect of sFasL on the supernatant production of the Flag-tagged FasL 
constructs. Panel A : an increasing amount expressed in percentage, of the sFasL encoding 
plasmid, was co-transfected with a fixed amount of the plasmids encoding pfFasL (upper left 
graph), sfFasL (upper right graph), TCR-pfFasL (lower left graph) and HLA-pfFasL (lower 
right graph). The excreted proteins were quantified in culture supernatants using an ELISA 
specific for FasL (shaded histograms, right-hand scale) and for Flag-tagged FasL (curves, 
left-hand scale). For the Flag ELISA, the measured concentrations were normalized according 
to the condition lacking sFasL. Are presented the mean +/- sd of four independent transfection 
experiments. * 0.02≤p≤0.05; ** p≤0.02. Panel B : direct anti-FasL immunoblot analysis of 
identical volumes of the cell culture supernatant containing pfFasL produced alone and with 
50% of the sFasL plasmid, after SDS-PAGE separation under reducing conditions.  
 
Figure 3: Direct incorporation of sFasL in the polymeric aggregates containing the 
pfFasL protein. Panel A: Identical amounts of pfFasL (1 µg, according to the Flag ELISA) 
produced in the presence of the indicated ratios of added sFasL plasmid (left panels) was 
immunoprecipitated with the anti-FasL (upper panel) or anti-Flag (lower panel) antibodies, 
followed by a SDS-PAGE under reducing conditions and immunoblotting with an anti-FasL 
antibody. As a control, the same experiment was performed for the sFasL molecule (3 µg 
according to the FasL ELISA, right panel). Panel B : densitometric detection and 
quantification of  the sFasL (grey bars) and pfFasL fractions (black bars). 
 
Figure 4 : gel filtration analysis of the pfFasL chimera produced in the presence or 
absence of sFasL.  Gel-filtration separation on the Superose 6 column of the pfFasL chimera 
produced in the presence of 25 % (dashed line), 50 % (continuous line) or in the absence 
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(dotted line) of added sFasL plasmid during the transfection. Elution fractions were measured 
by an ELISA specific for FasL. 
 
Figure 5: Effect of sFasL on the cytotoxic activity of the Flag-tagged FasL constructs. 
The FasL-derived proteins pfFasL (upper left graph), sfFasL (upper right graph), TCR-pfFasL 
(lower left graph) and HLA-pfFasL (lower right graph) were expressed alone or upon co-
transfection with the indicated percentage of the plasmid encoding sFasL. A fixed 
concentration triggering 25 to 40% of cell death, for the FasL-derived protein quantitated with 
the ELISA specific for Flag-tagged FasL, was incubated with the Fas-sensitive Jurkat cells. 
For the sfFasL construct, the empty squares depict the cytotoxicity of sfFasL in the presence 
of the cross-linking anti-Flag antibody. Cytotoxicity was estimated by a measure of the 
remaining viable cells using the MTT assay. Are presented the mean +/- sd of four 
independent transfection experiments. * 0.01≤p≤0.05; ** p≤0.01. 
 
Figure 6: Effect of sFasL on cell targeting of the FasL-containing chimeras. Panel A : 
murine Fas (continuous line), human CD32 (dashed line) and IgG1 isotype-matched control 
(shaded histogram) staining of the CD32+ L-cell transfectant. Living cells were gated on the 
basis of the morphological parameters. Panel B : Fas sensitivity of the CD32+ L-cell 
transfectant to the indicated concentrations of the anti-Fas JO-2 antibody (circles), the HLA-
pfFasL chimera expressed alone (triangle) or in the presence of 25 % of the sFasL plasmid 
(squares), in the MTT viability assay. Panel C : The CD32+ L-cells were incubated with the 
HLA-pfFasL chimera produced in the presence (black bars) or in the absence (white bars) of 
25 % of the sFasL plasmid, together with the indicated irrelevant IgG1 isotype-matched, anti-
β-2 microglobulin or anti-Flag antibodies. The concentrations of the chimera that triggered 
20% of cell death and were at 15 and 0.3 ng/ml in the absence and presence of sFasL, as 
estimated using the ELISA specific for the Flag-tagged FasL. Cytotoxicity was measured with 
the propidium iodide assay and normalized to the effect of the chimera in the absence of 
antibody. Are presented the mean +/- sd of three independent experiments. Panel D : reversal 
in the presence of the blocking anti-FasL and anti-CD32 antibodies, of the cytotoxic effect of 
the immune complexes between the anti-Flag antibody and HLA-pfFasL co-expressed with 
sFasL. Are presented the mean +/- sd of three independent experiments. ns : non significant ; 
** p≤0.02. 
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Supplementary Figure 1 
HEK-pfFasL++ with sFasL   
HEK-pfFasL++  only 
HEK-pfFasL+ with sFasL   
HEK-pfFasL+ only 
HEK sFasL only 
HEK wild-type 
pfFasL concentration (ng/mL)  TOMATO  




Fluorescence intensity  
* p<0.05, n=3 experiments 
pfFasL production Plasmid integration 
0 5 10 15 20 25 30 35 
Supplementary Figure 1 : Effect of sFasL on pfFasL production by HEK cells upon 
lentiviral co-transduction. 
HEK cells were transduced with a vector encoding sFasL and Green Fluorescent Protein. 
The resulting HEK-sFasL+ cell line and the wild-type HEK were transduced with a vector 
encoding pfFasL and Tomato. Cells were FACS-sorted for weak (HEK-pfFasL+) or strong 
(HEK-pfFasL++) Tomato expression. Secreted pfFasL was quantified with the Flag ELISA.  
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Figure 44 : Effet du sFasL sur la production et l’activité cytotoxique de la chimère 
scTCR-pfFasL. Panel A : Une concentration fixe de plasmide codant pour scTCR-pfFasL 
(30µg) a été co-transfectée avec une quantité croissante de plasmide codant pour le sFasL dans 
les cellules HEK293T. La quantité de protéine sécrétée à été dosée dans le surnageant de 
culture avec un ELISA FasL  (histogramme) ou un ELISA Flag/FasL spécifique de la chimère 
(courbe). Les résultats obtenus pour l’ELISA Flag/FasL ont été normalisés à la condition de 
production sans FasL. Moyenne et écart-type de 4 expériences indépendantes Panel B : 
L’activité cytotoxique de scTCR-pfFasL produit seul (carré noir) ou en présence de 25 % de 
plasmide FasL (rond blanc) a été évaluée par un test de viabilité cellulaire MTT vis-à-vis de 
cellules Jurkat. Le résultat est représenté par le pourcentage de cellules Jurkat mortes en 
fonction de la concentration de scTCR-pfFasL dosée par un ELISA Flag/FasL. Le résultat est 
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Conclusion et perspectives de l’article                                                                            n                                                                                            
 
Cette étude décrit une approche originale pour améliorer la production et l’activité 
apoptotique de chimères polymériques dérivées du FasL par l’incorporation du sFasL non 













Tableau 6 : Récapitulatif de l’effet de l’ajout de sFasL sur la production et 
l’activité cytoxique de chimères polymériques (pfFasL, dcTCR-pfFasL, HLA-
pfFasL) et non polymériques (sfFasL). Les données décrites représentent l’effet 
optimal obtenu en présence de sFasL. Le taux de production des chimères dérivées de FasL 
est déterminé par le test ELISA Flag/FasL. L’efficacité cytotoxique a été évaluée vis-à-vis 
de cellules Jurkat par un test au MTT, en utilisant une quantité de chimère fixe 
préalablement dosée par un ELISA Flag/FasL.   
 
 
Conformément à l’hypothèse émise au départ, nous avons démontré par 
immunoprécipitation que le plasmide sFasL ajouté au moment de la transfection de la chimère 
s’insère dans le polymère pfFasL (Figure 3 de l’article), car sFasL, dépourvu de l’étiquette 
Flag est entraîné par l’anticorps anti-Flag uniquement lorsque la chimère pfFasL est produite. 
Ce phénomène semble généralisable aux chimères dérivées de sFasL, et nous verrons plus 
loin avec un autre exemple de protéine chimérique (CD80-pFasL, en Annexe 2) que sFasL est 
aussi associé à cette chimère. Le sFasL s’associe probablement aux monomères de la protéine 
chimérique via son domaine SA (aa 137-183) qui est responsable de la structure trimérique du 
FasL naturel. Une étude par mutagenèse dirigée de différents résidus dans ce domaine 
sfFasL pFasL  
Production  




+++ + ++ 








10 x 2,5 x 4,5 x 
Chimère non  
polymériques 
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permettrait de vérifier cela, en montrant l’impact de ces mutations sur la présence de sFasL 
dans ces chimères par exemple par  immunoprécipitation. 
 
 
Le gain de production observé pour les protéines polymériques est dépendant de la 
complexité de la molécule, puisque l’ajout de sFasL ne permet d’augmenter que la production 
des chimères polymériques pfFasL, dcTCR-pfFasL et HLA-pfFasL alors qu’il n’a pas d’effet 
sur la production du sfFasL trimérique. Un résultat similaire a également été observé pour la 
chimère polymérique scTCR-pfFasL avec une augmentation d’environ 2 fois sa production 
(Figure 44). Ces résultats sont très certainement reliés à la diminution de la taille des 
complexes polymériques générés. En effet, l’analyse en filtration sur gel du pfFasL démontre 
que, en présence de sFasL, la proportion de composés de haut poids moléculaire diminue au 
profit d’une forme moins polymérique. On peut alors intuitivement supposer qu’il est plus 
facile pour une cellule de produire des complexes hexamériques que des macro-complexes 
dodécamériques.  
Dans notre modèle de production, il est possible que le sFasL agisse comme une 
protéine chapperon en facilitant un repliement tridimensionnel adéquat des polymères dérivés 
de pfFasL. La surexpression de sFasL inhiberait ainsi la dégradation par le protéasome des 
protéines dérivées du pfFasL. Pour vérifier cette hypothèse, il serait intéressant d’évaluer par 
western blot le taux d’ubiquinylation des protéines dérivées du pfFasL produites ou non avec 
sFasL, puisque une polyubiquinylation traduit un signal d’adressage et de dégradation par le 
protéasome. Ainsi, dans ce test les protéines dérivées pfFasL produites seules devraient 
présenter une polyubiquinilation contrairement à celles produites avec le sFasL.  
 
 
En ce qui concerne l’amélioration de l’activité apoptotique, l’effet observé est 
également dépendant de la complexité de la molécule. Pour le sfFasL comme pour le pfFasL, 
aucun effet additif n’a été constaté en présence de la molécule sFasL, suggérant que 
l’organisation spatiale de ces molécules est d’emblée optimale. Pour les protéines HLA-
pfFasL et dcTCR-pfFasL, la présence de sFasL dans ces polymères améliore 
significativement leur activité cytotoxique. Ces données supposent que le module de ciblage 
TCR ou HLA gêne par encombrement stérique la conformation optimale du module FasL et 
qu’il est possible d’améliorer sa structure. En effet, la présence de sFasL améliore l’efficacité 
apoptotique de la molécule dcTCR-pfFasL jusqu’à restaurer l’efficacité obtenue pour pfFasL, 
puisque l’EC50 calculé pour le dcTCR-pfFasL+sFasL équivaut à celui obtenu pour le pfFasL. 
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Pour le scTCR-pFasL, un résultat similaire a été observé (Figure 44). A mon avis, deux 
hypothèses pourraient expliquer cette amélioration de l’activité cytotoxique :   
(1) la diminution de taille de la structure polymérique réduit l’encombrement stérique 
de l’ensemble de la molécule, permettant ainsi au module FasL de la chimère d’être mieux 
conformé et d’activer plus efficacement le signal Fas. 
(2) c’est le sFasL inséré dans la chimère qui est lui mieux conformé et permet ainsi 
d’activer un signal Fas optimal. Pour illustrer cette seconde hypothèse, Xiao et al., ont 
démontré en 2002 la synergie d’activation entre un anticorps agoniste anti-Fas et une forme 
sFasL. Dans cette étude, les auteurs proposent un modèle où l’anticorps agoniste agrège le 
récepteur Fas à la surface des cellules cibles et le sFasL interagit avec le récepteur Fas 
modifiant ainsi son domaine intracellulaire pour activer le signal apoptotique (Xiao et al., 
2002). Cette synergie sur le même récepteur Fas serait possible puisque ces 2 agents ne lient 
pas les mêmes régions du récepteur Fas. Ce modèle me paraît très intéressant, il est en effet 
un peu éloigné de notre modèle mais nous pouvons supposer la même finalité : la chimère 
polymérique agrège le récepteur Fas et les sFasL contenus dans la molécule chimérique, 
correctement conformés, sont capables d’induire une modification de la conformation 
intracellulaire du récepteur Fas et d’activer ainsi efficacement le signal apoptotique.    
Ces deux hypothèses ne sont pas exclusives, il est possible que ces deux mécanismes 
agissent en synergie pour activer efficacement le signal apoptotique. Pour étudier l’effet des 
complexes produits sur l’activation du récepteur Fas, nous pourrions utiliser le modèle 
cellulaire BA/F3 que nous avons mis à profit pour décrire le composé pFasL (voir annexe 1, 
figure 3 de l’article). Dans ce modèle, les cellules dépendantes de l’IL-3 Ba/F3 expriment 
stablement une construction Fas/gp130 ou le module extracellulaire de Fas est fusionné au 
module transmembranaire et intracellulaire du récepteur gp130 (chaîne transductrice du signal 
des cytokines de la famille de l’IL-6). En réponse à certains ligands dérivés de FasL, la 
prolifération cellulaire est maintenue et l’IL-3 peut être retirée. Ce modèle permet de 
démontrer la capacité du FasL à modifier la conformation intracellulaire du récepteur Fas. 
Dans notre étude, nous pourrions peut être déceler une différence en terme de puissance 
d’activation du récepteur entre les chimères produites avec et sans sFasL, ce qui nous 
permettrait d’expliquer l’effet observé sur l’augmentation de l’activité cytotoxique. Nous 
envisageons de réaliser cette expérience très prochainement. De plus, nous étudions 
actuellement la  capacité  des chimères à stimuler le signal intracellulaire apoptotique, nous 
pensons, que les chimères produites avec du sFasL activent plus efficacement les caspases 
initiatrices et effectrices de l’apoptose. Ce phénomène serait visible pour les chimères TCR et 
HLA, mais pas pour la chimère pfFasL, dont l’activité n’est pas améliorée par l’ajout de 
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sFasL. Ces expériences sont réalisées par des mesures de cinétique du clivage de la caspase-8 
et de la caspase-3 révélée par immunoblot ou à l’aide de composés fluorescents substrats des 
caspases en cytométrie en flux. 
Il est également possible que l’affinité et/ou l’avidité du module FasL de la chimère 
soit augmenté par la présence de sFasL. Pour valider cette hypothèse, l’affinité pourra être 
estimée par la technique classique du Biacore® ou par la technique Alphascreen®. Cette 
dernière technique est plus sensible et possède l’avantage d’utiliser une quantité de protéine 
moins importante. Cette perspective est envisagée à plus long terme, puisque toutes les 
chimères générées doivent être au préalable purifiées pour être utilisables. 
 
Cependant, il faut noter que cet effet potentialisateur ne s’exerce qu’à un certain 
rapport de quantité de chaque plasmide, car le maintien de l’activité cytotoxique nécessite de 
conserver un degré de polymérisation suffisant. En effet, une baisse de l’activité apoptotique 
est observée avec une quantité trop importante de plasmide sFasL (condition 100 %, Figure 5 
de l’article). Cet effet est probablement lié à la diminution des complexes polymériques. En 
présence d’une quantité importante de sFasL, les composés tétramériques de dcTCR-pfFasL 
et HLA-pfFasL seront de plus en plus représentés dans le surnageant de culture et, comme 
décrit précédemment, nous savons qu’ils ne sont pas cytotoxiques. Cette hypothèse pourrait 




De manière plus générale, il serait intéressant d’obtenir des informations sur 
l’organisation spatiale de pfFasL seul et avec sFasL, ainsi que celle de la chimère TCR dans 
les mêmes conditions, pour essayer de comprendre si les variations de production et d’activité 
sont explicables par une modification structurale. Ceci est possible par une analyse 
cristallographique, mais qui risque d’être délicate compte tenu de la taille de la molécule et de 
son hétérogénéité en terme de degré de polymérisation. Une solution alternative pourrait être 
la microscopie électronique, comme réalisé pour l’APO-010 ou le Fc-FasL (Holler et al., 
2003). Pour cela, les protéines chimériques devront être purifiées au moyen d’une colonne 
Flag, puis fixées sur une lame avant d’être analysées par microscopie électronique.  
 
Pour conclure, notre étude propose une solution simple pour optimiser la production 
de chimères polymériques dérivées du FasL et l’activité apoptotique de chimères de ce type 
possédant un domaine de ciblage.  




















La découverte de nouveaux traitements anti-cancéreux constitue un des enjeux 
majeurs de la recherche depuis ces 20 dernières années. Dans ce sens, de nombreuses 
protéines de fusion solubles dérivées du sFasL ont été développées pour induire l’apoptose 
des cellules tumorales avec plus ou moins de spécificité. Deux catégories se distinguent : les 
protéines FasL polymériques sans activité de ciblage, comme la molécule ACRP30-FasL, et 
les protéines FasL non polymériques qui possèdent un module de ciblage de type anticorps ou 
récepteur, comme les chimères sc40-FasL ou CTLA-4-FasL, par exemple.  
 
 
Notre protéine polymérique chimérique pFasL s’inscrit dans cette mouvance. Elle 
possède une activité anti-tumorale in vitro comme in vivo, mais ne cible pas les cellules 
tumorales. De façon à orienter son activité cytotoxique, nous avons fusionné au pFasL un 
TCRγ4δ5 pour cibler les cellules tumorales qui expriment l’EPCR, ligand de ce récepteur T. 
Cette chimère a été construite de façon d’obtenir un TCR sous forme bicaténaire ou sous 
forme monocaténaire, générant ainsi les chimères dcTCR-pfFasL et scTCR-pfFasL, 
respectivement. Les résultats obtenus ont montré que ces molécules étaient polymériques et 
fortement cytotoxiques, cependant notre approche de ciblage par le TCR n’a pu être validée. 
En effet, nous avons montré que l’apoptose induite par la chimère dcTCR-pfFasL était 
indépendante de la fixation du TCR sur l’EPCR. Cet échec réside probablement dans la faible 
affinité du module TCR pour son antigène. Pour la chimère scTCR-pFasL, l’activité de 
ciblage par le TCR n’a pas encore été étudiée mais la même issue est possible. Une seconde 
protéine de fusion dérivée du pFasL a également été générée en fusionnant la molécule HLA-
A2*02 :01 à la β2-microglobuline. Nous nous sommes finalement heurtés à la même limite, 
puisque dans le cas des molécules HLA l’affinité pour le ligand TCR est également faible, de 
l’ordre de 100 à 1000 fois moins que celle d’un anticorps pour son antigène. A ce phénomène 
s’ajoute la taille et la complexité de ces chimères, qui sont certainement difficiles à produire 
dans une conformation active par la cellule. De plus, la promiscuité entre les monomères au 
sein du polymère peut également se traduire par des contraintes spatiales néfastes à l’activité 
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Dans cette étude, nous avons développé deux stratégies pour optimiser la production 
et/ou l’activité pro-apoptotique de protéines de fusion dérivées du FasL :  
 
> Co-expression de sFasL avec les protéines de fusion dérivée du FasL pour la production en 
cellules de mammifères telles que les lignées COS ou HEK : 
Cette approche permet d’améliorer  (1) la production de chimère polymérique dérivée 
du FasL, et (2) l’activité apoptotique de chimères polymériques dérivées du FasL mais 
seulement si elles possèdent un module de ciblage. Une question qui me semble importante 
est de savoir si ce que nous avons observé avec nos constructions est transposable à d’autres 
protéines dérivées du FasL. Par exemple, la molécule ACRP30-FasL, qui est une autre 
molécule dérivée du sFasL fusionné avec l’adiponectine, est sécrétée par la cellule HEK sous 
2 formes : une forme hexamérique et une seconde forme dodécamérique (N. Holler et al., 
2003a). Compte tenu de sa forte similarité avec le pfFasL, il serait alors très intéressant de 
valider notre approche sur cette molécule. De même, il est envisageable que notre stratégie 
fonctionne pour d’autres protéines dérivées du FasL non polymériques qui possèdent un 
domaine de ciblage (sc40-FasL, CTLA-4-FasL, CD40-FasL …). Nous pouvons supposer que 
le module de ciblage de ces protéines gêne par encombrement stérique la conformation 
optimale du module FasL, comme pour les chimères TCR et le HLA. Ainsi, la présence de 
sFasL dans ces protéines de fusion pourrait améliorer leur structure et par conséquent leur 
efficacité anti-tumorale.  
  
> La production en système d’expression inductible par les cellules d’insecte S2 :     
Les protéines dérivées du FasL décrites dans la littérature sont pour la plupart 
produites en système eucaryote CHO ou HEK. Chacun de ces systèmes possède ses propres 
contraintes quant à la production de protéines dérivée du FasL. En effet, dans notre système 
de production HEK, la production de protéine de recombinante de haut poids moléculaire est 
limitée. Pour les cellules CHO, le taux de production est élevé (environ 9 µg/mL pour le 
pFasL) mais le pFasL produit perd 90 % de son efficacité cytotoxique par rapport au pFasL 
produit par les cellules HEK. Nos résultats montrent que la production en cellules d’insecte 
S2 est la plus performante, car un rendement 15 fois supérieur a été obtenu pour la chimère 
dcTCR-pfFasL par rapport à sa production en cellule HEK. De plus, le FasL produit dans ce 
modèle conserve une efficacité pro-apoptotique identique au FasL produit dans les cellules 
HEK. 
 Aussi, nous souhaitons valoriser les résultats obtenus en comparant les systèmes de 
production HEK et S2 pour démontrer les avantages à produire à grande échelle les protéines 
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dérivées du sFasL en cellules S2. Cette étude pourra faire l’objet d’une publication 
méthodologique. En parallèle, nous souhaitons tester dans ce système d’expression S2 la co-
production de sFasL avec la chimère dcTCR-pfFasL, pour savoir si l’approche décrite n’est 
pas restreinte aux cellules de mammifères COS et HEK.  
L’utilisation de cellules S2 pour la production de protéines recombinantes à visée 
thérapeutique reste cependant limitée par le potentiel de glycosylation de ces cellules. En 
effet, les cellules d’insecte génèrent des structures O- et N-glycaniques courtes (Altmann et 
al., 1999), ce qui peut réduire la demi-vie de la protéine recombinante (Werner et al., 2012). 
Pour pallier à ce problème, les efforts sont orientés sur la possibilité d’« humaniser » les 
glycosylations opérées par les cellules d’insecte par l’inhibition des glycosyl-transférases 
spécifiques d’insecte et/ou par l’expression dans ces cellules de glycosyl-transférases 
humaines (Kim et al., 2009; Tomiya et al., 2004; Watanabe et al., 2002). Il serait alors 
intéressant de tenter dans ces lignées la production des chimères dérivées pour valoriser notre 
approche dans la production de protéine recombinante à visée thérapeutique.  
 
Finalement, l’ensemble de nos travaux a été validé à l’aide d’une troisième protéine de 
fusion, la chimère CD80-pFasL qui a été construite par la fusion du domaine extracellulaire 
de CD80 à pFasL. Les résultats préliminaires obtenus à ce jour sont présentés en annexe 2. 
Cette molécule CD80-pFasL a initialement été générée pour induire spécifiquement 
l’apoptose des cellules de myélome qui expriment CD28, le ligand de CD80. Il est en effet 
connu que CD28 est exprimé de façon atypique à la surface de ces cellules de myélome et que 
son niveau d’expression est corrélé avec la vitesse de progression de la maladie (Almeida et 
al., 1999; Robillard et al., 1998).  Contrairement à HLA et TCR, la chimère CD80-pfFasL ne 
présente pas l’inconvénient d’une production faible, puisqu’elle est sécrétée par la cellule à 
des taux proches de ceux obtenus pour le pfFasL. De plus, le CD80-pfFasL est capable 
d’induire l’apoptose des cellules de myélome par un mécanisme dépendant du récepteur Fas 
et de CD28. Le module CD80 semble donc servir de moyen de concentrer la chimère au 
contact direct de la cellule cible, permettant d’augmenter la quantité de FasL actif au 
voisinage de celle-ci. Ce résultat, qui n’avait pu être obtenu pour les chimères TCR-pfFasL et 
HLA-pfFasL avec leurs ligands spécifiques, démontre donc la validité de l’approche de 
ciblage proposée. En outre, la co-expression de FasL avec CD80-pFasL améliore à la fois la 
production et l’activité cytotoxique de la chimère, confirmant les résultats obtenus pour les 
molécules TCR et HLA (Annexe 2). Dans une perspective à moyen terme, nous envisageons 
de produire le CD80-pFasL dans le système d’expression stable et inductible S2 dans le but 
d’augmenter sa production.  
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Dans notre étude, le TCRγ4δ5 a été utilisé sous forme soluble pour cibler les cellules 
cancéreuses, cependant sa faible affinité pour son antigène limite son application. Une 
stratégie alternative serait d’utiliser ce TCRγ4δ5 sous forme membranaire, puisque l’avidité 
d’un TCR pour son antigène est augmentée après agrégation à la surface de la cellule. De 
plus, la cellule permet des interactions d’adhérence avec la cellule cible qui viennent stabiliser 
le contact et favoriser l’interaction entre le TCR et son ligand. En se basant sur les protocoles 
d’immunothérapie adoptive, des LTαβ primaires seront transduits avec ce TCRγ4δ5 pour 
montrer qu’il est possible de rediriger leur activité effectrice contre les cellules tumorales 
EPCR+ in vitro. Ces protocoles de thérapie adoptive sont actuellement en pleine essor pour 
tenter de traiter les patients atteints de divers cancers, et particulièrement les mélanomes 
(Coccoris et al., 2010; Restifo et al., 2012). Par exemple, l’équipe de Rosenberg a montré que 
le transfert adoptif de LT transduit, par un TCRαβ spécifique de HLA-A2/peptide MART1, 
peut entraîner une régression tumorale chez les patients atteints de mélanome (Morgan et al., 
2006).  
La transduction de TCRγδ dans les LTαβ primaires est une approche intéressante pour 
généraliser ces protocoles à tous les patients, puisque la reconnaissance d’un TCRγδ est 
indépendante du système de compatibilité tissulaire HLA. A ma connaissance, une seule 
étude rapporte des résultats encourageants quant à la transduction de LTαβ primaires par un 
TCRVγ9Vδ2 bicaténaire (Marcu-Malina et al., 2011). Dans notre modèle, les LTαβ issus de 
sang périphérique de donneurs sains seront transduits par une vecteur lentiviral codant soit 
pour le TCRγ4δ5 double chaîne soit pour le TCRγ4δ5 monochaîne. Dans ce sens, les 
expériences préliminaires, décrites dans cette étude, démontrent que le scTCRγ4δ5 construit 
est fonctionnel lorsqu’il est transduit avec le Cδ5. Ainsi, nous souhaitons comparer l’activité 
anti-tumorale des LTαβ primaires transduit avec le TCRγ4δ5 bicaténaire ou le complexe 
scTCRγ4δ5+Cδ5 (Figure 45). Les TCR monocaténaires possèdent un avantage important par 
rapport aux TCR bicaténaires. En effet, leurs  domaines variables étant toujours associés, la 
transduction d’un tel TCR empêche le mésappariement entre les chaînes du TCR endogène et 





















Figure 45: Protocole envisagé pour transduire des LT issus de sang périphérique avec le 




Pour conclure, notre premier objectif n’a pas abouti puisque l’approche de ciblage par 
le TCRγ4δ5 soluble n’a pas été validée. Nous avons cependant développé une méthode 
simple et originale pour améliorer la production et/ou l’activité cytotoxique par l’insertion de 
sFasL dans les polymères FasL. Cette  approche a été validée sur toutes les chimères 
polymériques générées au laboratoire. Notre étude ouvre ainsi des perspectives pour 
généraliser ce protocole à une grande variété de protéines de fusion dérivées du FasL pour des 
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Binding of ligand FasL to its receptor Fas triggers apoptosis via the caspase cascade. FasL 
itself is homotrimeric, and a productive apoptotic signal requires that FasL be oligomerized 
beyond the homotrimeric state. We generated a series of FasL chimeras by fusing FasL to 
domains of the Leukemia Inhibitory Factor receptor gp190 which confer homotypic 
oligomerization, and analyzed the capacity of these soluble chimeras to trigger cell death. 
We observed that the most efficient FasL chimera, called pFasL, was also the most 
polymeric, as it reached the size of a dodecamer. Using a cellular model, we investigated the 
structure-function relationships of the FasL/Fas interactions for our chimeras, and we 
demonstrated that the Fas-mediated apoptotic signal did not solely rely on ligand-mediated 
receptor aggregation, but also required a conformational adaptation of the Fas receptor. 
When injected into mice, pFasL did not trigger liver injury at a dose which displayed anti-
tumor activity in a model of human tumor transplanted to immunodeficient animals, 
suggesting a potential therapeutic use. Therefore, the optimization of the FasL conformation 
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Introduction                                                                                     s 
 
FasL (CD95L) is a type II homotrimeric transmembrane protein of the TNF family of 
cytokines [1]. FasL is expressed on activated T lymphocytes and natural killer cells, as a 
weapon to eliminate transformed and infected cells expressing the transmembrane receptor Fas 
(CD95/APO-1) [2]. The triggering of Fas initially appeared as a promising approach to treat 
cancer but an agonistic anti-Fas antibody triggered fulminant lethal hepatitis upon injection in 
mice, precluding the use of Fas inducers for a therapeutical purpose in human [3]. 
Cleavage of membrane-bound FasL by a metalloprotease [4,5] generates soluble 
homotrimeric FasL (sFasL), which is weakly apoptotic, and competes with membrane FasL for 
cell killing [6,7]. Interestingly, upon cross-linking with antibodies, sFasL recovers its pro-
apoptotic activity, and a FasL hexamer appears as the smallest functional form [8]. Similarly, 
agonistic anti-Fas mAbs are mostly of the IgM or the self-aggregating IgG3 isotypes. 
Our general aims were to develop new isoforms of functional FasL which do not require 
any crosslinking agent to become cytotoxic, to use them for deciphering the functional 
requirements leading to Fas activation, and to test them for in vivo anti-tumor activity. To reach 
the first goal, we fused the ectodomain of FasL to the modules of the extracellular domain of 
the LIF cytokine receptor gp190 [9] which display a propensity to self-associate [10,11]. The 
gp190 belongs to the family of the hematopoietin receptors, characterized by the extracellular 
consensus cytokine binding domain (CBD). The gp190 harbors two CBDs (D1 and D2) 
separated by an immunoglobulin-like (Ig) module. Therefore, the trimeric structure of the 
sFasL moiety, combined to the propensity of the gp190 modules to self-associate, could lead to 
differently aggregated sFasL chimeras with distinct apoptotic abilities. 
To reach the second goal, we hypothesized that the distinct sizes of the gp190 modules (i.e. 
around 20, 40 and 100 kDa for Ig, D2 and D1IgD2 respectively), could exert different steric 
effects, distinctly impinging on the ability to trigger a productive apoptotic signal 
independently of the polymerization of FasL. In addition, given that Fas activation requires 
oligomers beyond the trimeric stage, we reasoned that either aggregation of the trimers, or a 
particular conformational change within a single trimer triggered by a polymeric ligand, or!
both, is mandatory. Therefore, we wondered whether anti-Fas antibody, naturally occurring 
sFasL and our chimeras, would be able to stimulate a chimeric Fas receptor which would only 
require dimerization to transmit a signal, and whether or not this property would correlate with 
the ability to trigger cell apoptosis. To explore this possibility, we used the gp130 signal 
transducing cytokine receptor, another member of the hematopoietin receptors, which is pre-
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assembled as dimers [12] and requires a ligand-induced conformational change to become 
activated. Gp130 triggers cytokine-dependent proliferation of various cell lines via the Jak-
STAT pathway [13]. We fused transmembrane and intracellular regions of gp130 to the 
extracellular region of Fas, generating the Fas-gp130 receptor, and expressed it in the BA/F3 
cell line. 
To reach our third goal, in vivo toxicity in normal mouse, and ability to counteract tumor 
development in a model of human solid tumor transplanted into immunodeficient mice were 




Materials and Methods                                                                                          
s 
Antibodies and reagents 
Anti-FasL mAb 14C2 and 10F2 used for the FasL ELISA [14], IgG anti-human Fas mAb 5D7 
[14], isotype-matched negative controls 1F10 (IgG) and 10C9 (IgM) mAbs [15] were all 
generated in the laboratory. Chimeric Fas-Fc receptor was produced in the laboratory and was 
affinity-purified on protein A. Anti-FasL mAb (G247) used for immunoblots and anti-human 
Fas non agonistic mAb DX2 were purchased from BD Biosciences (Le-Pont-De-Claix, 
France).  Recombinant sFasL (recFasL) was purchased from Alexis Corporation (Coger, Paris, 
France), and used with its cross-linking “enhancer” reagent, as recommended by the 
manufacturer. Anti-human Fas agonistic mAb 7C11 (IgM) was from Immunotech (Marseille, 
France). Anti-murine Fas agonistic mAb (JO2) was from Bender MedSystems (Vienna, 
Austria). 
 
Construction of the FasL chimeras 
The isolation of the gp190 receptor modules Ig, D2 and D1IgD2 ( amino acids 246 to 328, 329 
to 542 and 49 to 542), was described previously [10]. They were fused to the extracellular 
domain of hFasL (amino acids 108 to 281) isolated by PCR. To avoid confusion with the 
immunoglobulin Fc fragment, the IgFasL chimera is called pFasL. To generate the Fas-gp130 
chimera, the Fas extracellular region and the transmembrane and intracellular domains of 
gp130 were isolated by site-directed mutagenesis and fused together. 
 
Cell lines and transfections 
The cells were grown in a 5 % CO2 incubator at 37°C without antibiotics in medium 
supplemented with 8% FCS (Sigma, Saint-Quentin-Fallavier, France). Culture medium was 
RPMI for the human Jurkat T-lymphoma and the BA/F3 pro-B-lymphocytic murine cell lines, 
and DMEM for the human skin carcinoma A431 and the simian epithelial COS cell lines. 
COS cells were transiently transfected using the DEAE-dextran method, with 5 µg of plasmid 
DNA, and supernatants were harvested 5 days later. Large scale production of pFasL was 
performed in serum-free Opti-MEM medium (Fischer Scientific, Illkirch, France). 
The BA/F3 culture medium was supplemented with 10% WEHI cell-conditioned medium as a 
source of murine IL-3. BA/F3 cells (5.106 cells in 0.3 ml) were electroporated (BTM 830 
electroporator, BTX Instruments, Holliston, MA). G418 at 1 µg/ml (Invitrogen) was added at 
day 1. The G418-resistant cells were cloned by limiting dilution in the presence of murine IL-3. 
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Stable transfectants were selected for membrane expression of the Fas-gp130 molecule by flow 
cytometry with the anti-Fas antibody 5D7. BA/F3 cells were washed three times to remove IL-
3, then incubated with the indicated ligands, and proliferation was estimated using the MTT 
proliferation assay after 3 days, as described previously [10]. The maximum value and the 
blank value were obtained with a saturating concentration of IL-3 or without IL3, respectively. 
The BA/F3, Jurkat, COS and A431 cell lines were obtained respectively in 1991, 1995, 1992 
and 2004 from Drs D’Andrea [16], Anderson [17], Kaufman [18] and Nagata [19]. They were 
mycoplasma-tested every 6 months by PCR [20] and Hoechst 33258 staining [21]. Absence of 
cross-contamination was verified almost daily by morphology check for all the cell lines, and 
by growth curve analysis in the presence and absence of IL-3 for the BA/F3 cell line. 
 
ELISA for sFasL 
FasL was quantified in cell culture supernatants using a conformation-dependent home made 
sandwich ELISA based on non-blocking mAb 14C2 (10 µg/ml) as a capture antibody and 
blocking biotinylated mAb 10F2 (1 µg/ml) as a tracer. All steps were performed exactly as 
reported for our anti-human LIF ELISA [22]. 
 
Western blot analysis 
Supernatants from transfected cells were harvested and debris were removed by centrifugation. 
FasL was quantified and 100 ng of the FasL protein were resuspended in 5x Laemmli buffer 
and separated by SDS-PAGE on 12 % gels. Proteins were transferred to a polyvinyldifluoride 
membrane (Amersham, Buckinghamshire, England) and immunoblots were performed as 
previously described [23]. The anti-FasL mAb G247 (1 mg/ml) was incubated overnight at 
4°C. BN-PAGE was carried out as described by Schägger [24] with the following 
modifications. A separating 4–18% w/v acrylamide linear gradient was used. Before loading, 1 
µL of sample buffer (500 mM 6-amino-n-caproic acid, 5% w/v Serva Blue G) was added to the 
sample. The gel was run overnight at 4°C with 1 W. Thyroglobulin (669 kDa) and BSA (66 
kDa) were used as size standards (Sigma). FasL was detected using mAb G247. 
 
Surface plasmon resonance analysis of the FasL chimeras binding to Fas 
The experiments were carried out on a BIAcore 3000 optical biosensor (GE healthcare, 
Chalfont, UK). The FasL chimeras were produced as COS supernatants in Opti-MEM medium, 
concentrated 100 times, dialyzed against PBS and sterilized by filtration. Recombinant Fas-Fc 
(R&Dsystems, Minneapolis, MN) was covalently coupled to a carboxymethyl dextran flow cell 
(CM5, BIAcore) following the manufacturer’s recommendations. The level of immobilization 
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was 2,000 resonance units (RU). Binding of the FasL chimeras was assayed at concentrations 
ranging from 0.2 to 100 nM for IgFasL, 0.2 to 44 nM for cFasL, 0.2 to 37.5 nM for D2FasL, 
and 0.25 to 8 nM for D1IgD2FasL, in Hepes-buffered saline, at a 30 ml/min flow rate. 
Association was monitored for 5 min before initiating the dissociation phase for another 11 min 
with Hepes-buffered saline. The flow cell was regenerated with 4M MgCl2. The sensorgrams 
were analyzed using the BIAeval 4.1 software (BIAcore). The background of the Opti-MEM 
medium was at 30 RU. 
 
Cell cytotoxicity assays 
The cytotoxic activity of the FasL chimeras was measured using the MTT viability assay as 
previously described, after 24 hours of incubation with serial dilutions of the indicated ligands 
[14]. The percent of specific cytotoxic activity of FasL was calculated as follows: 100 – 
(experimental absorbance − background absorbance)/(control absorbance − background 
absorbance) × 100. 
 
Gel filtration experiments 
The molecular size of the FasL constructs was determined using the size exclusion S-200-HR 
and S-300-HR Sephacryl columns of 120 ml bed volume and 40 ml void volume (Amersham 
Pharmacia, Orsay, France). COS supernatants were concentrated with Centricon-30 (Millipore, 
Saint-Quentin-en-Yvelines, France) to reach 2 µg/ml for each sFasL form. One microgram was 
loaded onto a column and eluted in PBS at 0.3 ml/min. 80 Fractions of 0.8 ml were collected 
starting at 25-30 ml of elution, and were analyzed for the presence of FasL protein by ELISA 
and for Fas-mediated cytotoxicity using the MTT assay.  
 
FasL purification and mice injection 
Experiments with normal Balb/cByJCr1 mice used immunoaffinity purified pFasL. Supernatant 
from transfected COS cells (500 mL) was immunoprecipitated using 1 ml of anti-FasL mAb 
(14C2)-coupled NHS-activated sepharose beads (Amersham), overnight at 4°C.  Beads were 
pelleted and washed in PBS, and pFasL was eluted at pH 2 (50 mM glycine, 1 M NaCl). The 
eluate was immediately neutralized by adding 0.25 volume of 1 M Tris–HCl buffer at pH 8. 
After overnight dialysis against PBS, FasL was quantified by ELISA. Male BALB/cByJCr1 
mice (8 wk old) were injected intraperitoneally with 0.5 ml PBS containing 10 µg of pFasL, or 
of anti-Fas agonistic mAb JO2, or with PBS alone. Blood was collected at 6 and 30 h for liver 
enzymes measurement. The mice were euthanasied at 30 h post-injection. 
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For tumor experiments, COS cells were transfected with pFasL or empty vector as a control, 
and grown in Opti-MEM medium. Supernatants were harvested at day 5, centrifuged, 
concentrated 60 times against polyethylene glycol flakes, adjusted to 0.1 mg/ml and sterilized 
by filtration.  Immunodeficient Rag-/-γc-/- mice, a gift from Dr Di Santo [25], were used at 7-10 
weeks of age, and housed in appropriate animal facility under pathogen-free conditions. At day 
0, mice received 105 A431 cells in 0.1 ml of culture medium subcutaneously into the right 
flank. Injections of pFasL (10 µg in 0.1 ml) or concentrated empty vector control supernatant 
were performed after tumor implantation, either subcutaneously at days 2 and 7, or 
intraperitoneally everyday between days 0 and 7, then at days 9, 11 and 14. Tumor growth was 
monitored by measuring maximal and minimal diameters with a calliper, three times a week, 
and tumor volume was estimated with the formula: tumor volume (mm3)= length (mm) x 
width2 (mm). The animal studies conducted in this report have been reviewed and approved by 
the institutional review committee for animal studies. 
 
Statistical analysis of tumor growth 
The Mann-Whitney test was used for the comparison between the two groups in the experiment 
with subcutaneous injection of pFasL. The Kaplan-Meier analysis was used to establish the 
survival curves without cancer, and comparison between the two groups was made using the 
log-rank test. Analyses were performed with Statview Software (Abacus Concepts, Berkeley, 




Results                                                                                    s 
 
Generation and production of soluble potentially multimeric FasL/gp190 chimeras 
We fused the Ig-like, D2 and D1IgD2 modules of gp190 to the FasL extracellular region 
(Figures 1A and 1B). The constructs were expressed in COS cells and the secreted molecules 
were quantified using a FasL-specific ELISA. To measure their ability to trigger cell death, we 
incubated serial dilutions of the supernatants from chimeric FasL, control mock-transfected and 
wild-type FasL transfected cells with Fas-sensitive Jurkat cells. A commercially available FasL 
(recFasL) was also tested as a highly active reference. The pFasL was the strongest death 
inducer among our chimeras and was as powerful as recFasL (Figure 1C). D2FasL and 
D1IgD2FasL were respectively 12.5 and 125 times less potent than pFasL. As already known, 
spontaneously cleaved membrane FasL (cFasL) had almost no activity [6,7]. The concentration 
of the anti-Fas agonistic IgM antibody 7C11 required to kill 50% of the Jurkat cells was at 2 
ng/ml  (results not shown) [14,23,26].  
 
Biochemical characterization of the FasL/gp190 chimeras 
Identical amounts of the 35S-labeled FasL constructs were separated by SDS-PAGE (Figure 2A, 
left panel) and the molecular mass of each chimera was determined under reducing conditions 
(Figure 2D). We also performed native gel electrophoresis (BN-PAGE) in non-reducing 
conditions (Figure 2A, right panel), and observed that pFasL, D2FasL and D1IgD2FasL all 
displayed much higher molecular weights than expected from the SDS-PAGE analysis (Figure 
2D). The three chimeras were also analyzed by gel filtration chromatography (Figure 2B). 
Elution fractions were analyzed for the presence of FasL by ELISA (Figure 2B, upper panel) 
and for cytotoxic activity against the Jurkat cell line (Figure 2B, lower panel). We confirmed 
that the metalloprotease-cleaved FasL is a non cytotoxic homotrimer, whereas D2FasL and 
D1IgD2FasL behaved as hexamers. In contrast to D2FasL, D1IgD2FasL was very weakly 
cytotoxic, in agreement with Figure 1C. The pFasL existed under two distinct forms 
corresponding to a high molecular weight dodecamer and to a smaller hexameric form. Both 
were cytotoxic, which is consistent with previously published results for soluble FasL in the 
case of the hexamer [8]. 
The affinity of the FasL chimeras for Fas was measured using the surface plasmon resonance 
Biacore® method, against recombinant Fas-Fc immobilized on a chip. D2FasL, D1IgD2FasL 
pFasL and sFasL as a control, were produced as supernatants in COS cells cultured in serum-
free medium, concentrated 100 times, and dialysed against PBS. The sensorgrams are depicted 
in Figure 2C and the association and dissociation constants are presented in Table 1. The Kd 
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for the three chimeras were very close to each other, ranging from 11.6 nM for pFasL, to 25.6 
nM for D1IgD2FasL and to 38.5 nM for D2FasL. They were inversely correlated with the 
degree of polymerisation of the construct, and two to six times higher than for non-chimeric 
cFasL (Kd = 69.4 nM). Therefore, the small differences between the chimeras did not 
significantly alter the ability of the FasL moiety to bind to Fas, nor did it explain the strong 
discrepancies in their abilities to trigger apoptosis.  
 
FasL chimeras and agonistic antibody differentially act on Fas conformation. 
 To determine whether a conformational change in the Fas receptor is required to 
produce the apoptotic signal, we generated a fusion protein between the extracellular region of 
Fas and the transmembrane and intracellular region of the gp130 hematopoietin receptor 
(Figure 3A) which we expressed in the IL-3 dependent BA/F3 murine cell line. This cell line 
relies on exogenously added cytokines to survive and proliferate, and also lacks membrane 
expression of murine Fas as shown by flow cytometry staining with the JO2 antibody (Figure 
3B, upper panel). In the presence of FasL, stable expression of the chimera was expected to 
keep the cells proliferating through the activation of the gp130 pathway. The membrane 
expression of the Fas-gp130 chimera was verified using flow cytometry, and the absence of 
murine Fas on the transfectants was confirmed (see Figure 3B, lower panel, for the 
representative clone used in the proliferation experiments). In the absence of IL-3, the BA/F3 
Fas-gp130 cells did not proliferate, demonstrating that the Fas-gp130 chimera by itself was not 
able to sustain cell growth (Figure 3C). 
We then analyzed the effect on cell survival and proliferation of serial dilutions of the 7C11 
agonistic anti-Fas antibody, of the FasL chimeras, and of cFasL (Figure 3C). Cell viability was 
expressed as the percentage of the maximal proliferation triggered by a saturating concentration 
of IL-3. We observed that the strongly apoptotic 7C11 mAb was not able to sustain cell 
proliferation. In contrast, the pro-apoptotic pFasL and D2FasL triggered a strong and 
quantitatively comparable proliferative signal, although D2FasL was 12.5 times less efficient 
than pFasL for killing the Jurkat cells (see Figure 1C). D1IgD2-FasL, which is hexameric like 
D2FasL but only weakly triggers cell death (see Figure 1C), was unable to sustain cell 
proliferation. The non apoptotic homotrimer cFasL which is unable to aggregate the pre-
associated Fas homotrimers and as such is not cytotoxic, nevertheless triggered a proliferative 
signal comparable to that of D2FasL and IgD2FasL. The discrepancy between the polymeric 
apoptotic antibody 7C11 and the trimeric cFasL demonstrated that the proliferative signal did 
not require Fas aggregation, and suggested that the triggering of Fas may also include a ligand-




Anti-tumor activity of pFasL 
The pFasL chimera exerted its cytotoxic activity against various human tumor cell lines from 
distinct origins, both hematopoietic (CEM and H9 T-lymphoma cells, SKW6.4 and JY B-
lymphoma cells, with C50 ranging from 0.01 to 0.1 µg/ml), and non-hematopoietic (A431 
melanoma cells, which was weakly sensitive, with C50 = 0.15 µg/ml) (results not shown). We 
observed for these cell lines differences in efficiency of the apoptotic activity that were similar 
to pFasL, with the different chimeras (results not shown), demonstrating that the distinct 
behaviors of these chimeric proteins were independent of the cell type. 
To determine the hepatotoxicity of pFasL, we injected the ligand in mice and we analyzed in 
peripheral blood the markers of liver injury aspartate amino transferase (ASAT) and alanine 
amino transferase (ALAT). Mice were injected intraperitoneally with 10 µg (0.7 µg/g) of 
affinity-purified pFasL diluted in PBS. As controls, one mouse was injected with an identical 
volume of PBS and another one was left untreated. As a positive control, two mice were 
injected intraperitoneally with 10 µg of the agonistic anti-murine Fas antibody JO2 in the same 
volume of PBS. One of these mice developed a fulminant hepatitis and was sacrificed 6 hours 
after antibody injection. The anti-Fas JO2 mAb triggered a rapid and considerable increase of 
both serum amino transferases, whereas sera from the negative control mice and mice injected 
with the purified pFasL did not show any sign of liver cytolysis (Table 2). 
The anti-tumor activity of pFasL was estimated in a mouse model, using the weakly Fas-
sensitive human A431 cells transplanted subcutaneously to Rag-/- gc-/- immunodeficient mice. 
In a first experiment (Figure 4A), we analyzed whether pFasL injected locally would control 
tumor growth. For that, 105 A431 cells were injected to two groups of 6 mice. Then the mice 
received two local subcutaneous injections of either pFasL (a non toxic amount of 10 µg in the 
form of a serum-free concentrated supernatant) or pFasL-free control, at days 2 and 7 after 
tumor implantation. Tumor growth was regularly measured until day 21, and the evolution of 
tumor volumes is depicted in Figure 4A. The local administration of pFasL significantly 
reduced tumor growth, in comparison to the mice injected with the control without pFasL, but 
the effect vanished when the injections were stopped. We next analyzed whether injection of 
pFasL at a distance from the tumor site would have a similar effect. For that, 105 A431 cells 
were injected to two groups of 10 mice, and two independent experiments were performed. The 
mice received intraperitoneal injections of either pFasL (10 µg) or pFasL-free control, everyday 
from day 0 to day 7, and thereafter at days 9, 11 and 14 only. Tumor size was measured 
regularly until day 35. The survival of the mice without detectable tumor is presented in Figure 
4B, and shows that pFasL is able to significantly (p = 0.02) lower tumor growth and improve 
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animal survival, as 25% of the mice having received pFasL remain tumor-free at a time where 
the control mice having received medium alone are all dead from tumor overgrowth. Therefore, 
these in vivo preliminary experiments demonstrate that the in vitro biological properties of 




Discussion        
 
The pFasL, D2FasL and D1IgD2FasL chimeras allowed us to analyze the structure-function 
relationships enabling FasL to activate Fas. The cytotoxic activity strongly depended on both 
the polymerization level of the chimera and the size of its constitutive monomers, more than on 
the affinity for Fas, which was very close for all three. Indeed, the most efficient construct was 
pFasL, i.e. the most polymeric (dodecameric) but also the shortest one at the monomeric level. 
However, it is noteworthy that hexameric D1IgD2FasL was 10 times less cytotoxic than 
hexameric D2FasL, suggesting that the polymerization degree is not the only parameter to be 
important. In line with this, the IgM agonistic antibody 7C11 displays ten potential binding 
sites for Fas, and therefore should behave closely to the dodecameric pFasL. However, we 
previously demonstrated that pFasL can trigger apoptosis in cells harboring a mutation in the 
Fas death domain at the hemizygous state, which were completely insensitive to the agonistic 
antibody [23]. Therefore, our results confirmed that the extent of FasL oligomerization is 
essential but not sufficient for triggering the apoptotic signal. We therefore hypothesized that a 
Fas conformational change might be required as well. 
 
We explored this possibility with the cellular assay using the Fas-gp130 chimeric receptor. 
Trimeric cFasL, pFasL and hexameric D2FasL efficiently triggered proliferation, but 
hexameric D1IgD2-FasL did not. It is possible that the voluminous D1IgD2 domain impairs the 
conformational change in the gp130 domain while maintaining Fas binding. This could 
similarly explain why it lacks cytotoxicity towards wild-type Fas. The agonistic anti-Fas 
antibody is also unable to trigger cell proliferation through Fas-gp130, although it efficiently 
triggers apoptosis [14,26]. As for D1IgD2FasL, this could be explained by structural 
constraints due to the IgM isotype. The apoptotic effect of the IgM mAb would then result from 
a large aggregation of Fas trimers, leading to caspase activation. In line with this, the non 
apoptotic cFasL is expected to trigger strong cell proliferation, because it is the Fas natural 
ligand and as such must display the best fit for this receptor. As pFasL is capable of triggering 
the adequate Fas conformational change and is also polymeric, this would therefore explain 
why it can kill cells which normally resist to the agonistic antibodies [23]. These results overall 
confirm our reported finding that FasL and antibodies do not stimulate identically the Fas 
signalling machinery [26], and confirm the requirement of minimal Fas aggregation by a 
multimeric ligand trigger [8]. In addition, a recent work brought into the landscape the theory 
of the T-cell receptor serial triggering and applied it to Fas, by clearly demonstrating that there 
is an inverse correlation between agonistic antibody affinity and potency [27]. According to 
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these authors, the antibodies with the highest affinity for Fas do not efficiently trigger apoptosis 
by remaining blocked on the receptors they bound to, precluding the formation of higher order 
receptor aggregates able to transmit the apoptotic signal. Our findings on the FasL chimeras are 
not contradictory to these results, although we observed drastic differences that could not be 
explained by affinity differences for Fas. On the contrary, our results strengthen the notion that 
Fas agonistic antibodies and FasL-derived agonists display intrinsic major peculiarities in their 
respective modes of action, which have to be considered for a therapeutic application in human. 
 
The pFasL chimera demonstrated a very potent apoptotic activity, in the absence of any cross-
linking enhancing agent. Using experiments in mouse, we detected no liver damage after 
intravenous injection. Although these findings seem in contradiction with data showing that Fas 
engagement in mice induce an acute liver injury, it is noteworthy that these reports used in fact 
the anti-Fas JO2 agonistic antibody and not FasL [3,28,29,30,31]. The liver destruction 
observed following injection of anti-Fas antibodies may simply be the consequence of an 
antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity reaction [32], as the production of inflammatory 
cytokines by Fc receptor–bearing Kupffer cells has been observed [33]. In addition, our results 
confirm another report, which showed that injection of a polymeric leucine-zipper chimeric 
FasL in rats only triggered a mild liver damage [34]. Therefore, we predict that all forms of 
polymeric FasL which would depend on antibody-mediated cross-linking will be toxic. Using a 
transplanted human tumor mouse model, we then demonstrated an anti-tumor effect of a non-
toxic dose of pFasL, administered several times, locally or intraperitoneally at a distance from 
the tumor site. Therefore, pFasL also demonstrated in vivo activity, by reducing tumor 
development. Interestingly, the A431 human melanoma cell line we used naturally displays 
only weak sensitivity to FasL-induced apoptosis when compared to the human lymphoid cell 
lines we tested. Although more experiments and higher doses are still required to better 
describe pFasL toxicity and activity, it appears that for a future therapeutic use in cancer 
treatment, the design of soluble FasL forms spontaneously reaching a high degree of 
polymerization should also consider their ability to trigger the adequate Fas receptor 




Figures legends                                        s                                                                                   
Figure 1. Obtention and functional characteristics of the FasL/gp190 chimeras.  
Panel A: Modules constituting gp190 and FasL are depicted as mature proteins. EC, TM and 
IC represent the extracellular, transmembrane and intracellular domains, respectively. N and C 
represent the N- and C-terminal ends. The numbers depict the domain boundaries used to create 
the chimeras. Cleaved FasL (cFasL) is spontaneously generated by a metalloprotease cleaving 
between aminoacids 126 and 127. Panel B: Representation of the cFasL and the gp190/FasL 
chimeras. Panel C: Serial dilutions of supernatants from COS cells transfected with the FasL 
constructs or the empty vector (control) were incubated with Jurkat cells. Cell death was 
measured using the MTT assay. As a positive control, we used the commercially available 
antibody-cross-linked FasL (recFasL). Calculated C50 are indicated on the graph. Results from 
one representative experiment out of 5 are depicted.  
 
Figure 2. Biochemical characterization of the FasL/gp190 chimeras.  
Panel A: Supernatants from COS cells transfected with the FasL constructs were quantified by 
ELISA and 10 µg of FasL protein were loaded per lane. Migrations were performed under 
reducing (SDS-PAGE) or non-reducing (BN-PAGE) conditions. FasL was revealed by 
immunoblot. Panel B: 2  µg of FasL construct were loaded on the gel filtration column. FasL 
was quantified by ELISA in elution fractions, and cytotoxicity was measured using the MTT 
assay. Panel C: Affinity measurement using Biacore®. Fas-Fc was immobilized on the chip, 
before the indicated soluble FasL constructs were added. A range of concentrations was tested 
for each analyte, but only the graph obtained with the highest concentration tested is displayed. 
Panel D: The apparent molecular weights and degree of oligo/polymerization of the FasL 
chimeras were estimated from the non denaturing gel electrophoresis and gel filtration 
experiments. 
 
Figure 3. FasL/gp190 chimeras and agonistic antibodies differentially act on Fas 
conformation.  Panel A: Description of the model used to analyze the requirement for a Fas 
conformational change during its activation. The Fas-gp130 hybrid receptor is stably expressed 
in the IL-3 dependent BA/F3 cell line. Panel B: Cell surface staining of parent BA/F3 cells 
(upper panel) and on a representative clone stably expressing the Fas-gp130 chimera (lower 
panel), with an isotype-matched control (dotted line), anti-murine Fas JO2 (dashed line) and 
anti-human Fas DX2 (continuous line). Living cells were gated on the basis of the 
morphological parameters.  Panel C: Fas-gp130 BA/F3 cells were incubated with the indicated 
Fas triggers or controls, and proliferation was measured using a MTT assay. Results are 
expressed as percentages of the maximum proliferation obtained with a saturating IL-3 
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concentration. Proliferation of parent and transfected cells was also measured in the absence of 
any IL-3 or Fas trigger. Values are the mean ± sd of 3 independent experiments. 
 
Figure 4. Anti-tumor activity of pFasL. Panel A : Tumor growth in mice having received 
subcutaneously 105 A431 cells at day 0, and 0.1 mL of concentrated pFasL  (white boxes) or 
pFasL-free control (grey boxes) locally at days 2 and 7 (n = 6 mice per group). Tumor volumes 
are expressed in mm3. Values are presented as median, 25th and 75th percentiles (horizontal line, 
bottom and top of boxes), and 10th and 90th percentiles (bottom and top range bars) (**p=0.04, 
* p=0.05). Panel B : Kaplan-Meier analysis of cumulative survival without cancer of mice 
bearing A431 cells xenograft treated with pFasL (black circles) or pFasL-free control (black 



















Table                                                                                   s  
Table 1. Association/dissociation constants of the soluble FasL chimeras. 
 
 
Ligand Kon (1/Ms) Koff (1/s) KD (M) Chi2 
D1IgD2FasL 1.3 x 105 3.3 x 10-3 2.56 x 10-8 8.34 
D2FasL 1.6 x 105 6.0 x 10-3 3.85 x 10-8 3.37 
pFasL 2.5 x 104 4.1 x 10-4 1.16 x 10-8 2.75 
cFasL 8.4 x 104 5.9 x 10-3 6.94 x 10-8 16 
 
 
Table 2. pFasL does not induce liver damage.  
 
Fas trigger ASAT (IU/ml) ALAT (IU/ml) 
 6 hours 30 hours 6 hours 30 hours 
Control (no PBS) 66 48 43 27 
Control (PBS) 84 61 49 58 
Anti-Fas (JO2)  (mice 1,2) 12 383, 1 419 ND1, 1 650 876, 27 ND2, 6 197 




1mice were injected with the indicated ligands as described in Materials and Methods. Blood 
samples were harvested at the indicated time points and the levels of alanine amino transferase 
(ALAT) and aspartate amino transferase (ASAT) were measured in the serum. 
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Etude de l’activité anti-tumorale de la protéine de fusion CD80-pFasL. 
 
Sophie Daburon, Aurore Morello, Michel Castroviejo, Jean-François Moreau, 
 Julie Déchanet-Merville et Jean-Luc Taupin 
 
Des expériences préliminaires ont été réalisées avec une chimère CD80-pFasL, générée 
par la fusion du domaine extracellulaire du CD80 au pFasL. Le ligand du CD80 est le CD28 
qui est le prototype de la molécule de co-stimulation du LT au cours de l’activation de son TCR 
par son antigène spécifique (Sharpe, 2009). L’expression de CD28 est très restreinte dans 
l’organisme, car les seules autres cellules capables de le produire sont les plasmocytes normaux 
et les plasmocytes malins du myélome ou maladie de Kahler (D. Liu et al., 2012). 
 La molécule CD80-pFasL a donc été générée pour induire spécifiquement l’apoptose 
des cellules tumorales exprimant CD28, c'est-à-dire essentiellement les plasmocytes du 
myélome,  où le niveau d’expression de CD28 est corrélé à la sévérité du myélome, c'est-à-dire 
à une vitesse de progression plus rapide (Robillard et al., 1998) et à un pronostic plus sombre 
(Almeida et al., 1999). Quelques données in vitro suggèrent que CD28 confère une meilleure 
survie à la cellule tumorale en activant la voie NF-kB ainsi que la voie de la 
Phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) et de la kinase Akt  (Bahlis et al., 2007; Nair et al., 2011; 
Rozanski et al., 2011; Shapiro et al., 2001 ; Zhang et al., 1998). Le CD28 induirait aussi la 
production de l’interleukine-8 qui est entre autres un facteur pro-angiogénique (Shapiro, 2001). 
Ces propriétés vont donc favoriser la progression tumorale. Dans ce sens, l’expression de CD80 
et CD86 par les cellules du stroma médullaire, les monocytes et macrophages, les cellules 
dendritiques et les lymphocytes B localisés au sein du foyer tumoral de la niche médullaire, 
participerait à la pression de sélection de clones tumoraux plus agressifs.  
Ce travail décrit les caractéristiques biochimiques et fonctionnelles de la protéine de 
fusion CD80-pFasL produite seule ou avec du sFasL, vis-à-vis de la lignée lymphomateuse T 
humaine Jurkat utilisée pour l’étude des chimères TCR et HLA, ce qui nous permettra de 
comparer les propriétés de CD80-pFasL à ces constructions, et vis-à-vis de plusieurs lignées 






Matériels et méthodes                                                                                                  h                                                                                                                        
 
La chimère CD80-pFasL a été construite par la fusion du domaine extracellulaire de la 
molécule CD80 (aa 33 à 243) et du pFasL. Cet ADNc a ensuite été cloné dans le vecteur 
d’expression eucaryote pEDR (Kaufman et al., 1991). Les constructions utilisées pour cette 







Figure 46 : Les protéines recombinantes utilisées pour l’étude de la chimère CD80-
pFasL   
 
Le CD80-pFasL est produit par transfection transitoire au phosphate de calcium dans les 
cellules COS-7. La concentration de CD80-pFasL dans le surnageant de culture a été dosée à 
l’aide d’ELISA de type « sandwich » avec  un anticorps de capture anti-FasL (clone14C2) ou 
anti-CD80 (clone MAB104, Pierce) et un anticorps de révélation anti-FasL biotinylé (clone 
10F2).  
L’activité cytotoxique de CD80-pFasL a été évaluée par un test de viabilité cellulaire en 
MTT. Plusieurs cellules cibles ont été utilisées pour ce test : des lignées de myélomes (U266, 
RPMI8266, LP1) et diverses lignées lymphomateuses T Jurkat (JKCD28high, JKTCD28low et 
JKCD28delta) qui expriment le CD28 à des niveaux différents. La lignée JKCD28delta 
exprime fortement et stablement une forme de CD28 tronquée de sa région intracellulaire. Ces 
lignées dérivées de Jurkat avaient été générées et utilisées au laboratoire pour caractériser le 
rôle des microdomaines lipidiques membranaires dans l’apoptose Fas il y a plusieurs années 
(Legembre et al., 2005; Legembre et al.,2006). Les cellules de myélomes comme les lignées 
Jurkat sont cultivées en milieu RPMI supplémenté en L-glutamine (2 mM) et en sérum de veau 
fœtal (8 %).  
 
Les autres techniques et méthodes utilisées pour ce projet ont été décrites dans les 












Résultats                                                                                                                       s    
 
I. Etude biochimique de CD80-pFasL 
 
En cellules COS, le niveau de production de la chimère CD80-pFasL atteint 
spontanément environ 1,8 µg/ml, c'est-à-dire environ 150 fois plus que les chimères TCR et 
HLA, et donc un niveau très voisin de pfFasL. La taille d’un monomère de la protéine CD80-
pFasL est d’environ 80 kDa (Figure 47). Elle est produite dans le surnageant de culture sous 
plusieurs formes polymériques de taille comprise entre 350 et 800 kDa environ en filtration sur 
gel, ce qui correspond probablement à un mélange de formes de degré tétramérique à 
dodécamérique. Ces polymères sont présents sous forme liée par des ponts disulfure, réduits 
sous l’action du β-mercaptoéthanol (Figure 47). Comme la chimère dcTCR-pfFasL, la ou les 
formes de plus petite taille ne sont pas cytotoxiques (données non montrées). Jusqu’à présent, 
la chimère préparée ne contient pas l’épitope Flag, mais l’addition de cette étiquette est en 
cours. Nous pensons que les formes avec et sans Flag auront des propriétés similaires, sur la 













Figure 47 : Structure biochimique de la molécule CD80-pFasL et du pFasL 
Immunoblot anti-FasL (clone G247-4) du surnageant de culture contenant le CD80pFasL ou le 





















II.  Etude fonctionnelle de CD80-pFasL 
 
La chimère CD80-pFasL a été étudiée dans le modèle d’apoptose de la lignée Jurkat, 
comme décrit pour les molécules dcTCR-pfFasL et HLA-pfFasL. La lignée Jurkat est de type 
lymphocytaire T, donc exprime naturellement et fortement le CD28 et le récepteur Fas, elle est 
nommée ici JKCD28high. Nous disposons également au laboratoire d’une lignée JKCD28low 
et de clones dérivés de celle-ci après transfection avec une forme de CD28 tronqué de sa région 
intracellulaire donc a priori incapable de fournir un signal (JKCD28delta). L’expression de Fas 
et de CD28 est décrite dans la Figure 48. Les trois cellules présentent un niveau comparable 
d’expression de Fas. L’expression de CD28 tronqué est plus forte que l’expression du CD28 
entier. Nous n’avons en effet pas pu isoler de clones produisant CD28delta en quantité plus 
faible, suggérant que la région intracellulaire pourrait avoir un rôle régulateur de l’expression 











Figure 48 : Expression de Fas et de CD28 sur les lignées JK CD28low, CD28high 
(= lignée parent) et CD28delta. Marquage par cytométrie en flux des 3 lignées JK avec 
un anticorps contrôle isotypique négatif (clone 1F10, fond gris), un anticorps anti-Fas 
(clone 5D7, trait bleu) ou un anticorps anti-CD28 (clone CD28.2, Beckman Coulter, 
trait orange). 
 
En réponse à pFasL nous observons que ces 3 lignées présentent une apoptose 
comparable, la lignée JKCD28low étant légèrement plus sensible que les deux autres. En 
réponse à CD80-pFasL, la sensibilité des lignées exprimant fortement CD28, à savoir 



























Figure 49: Activité cytotoxique des chimères pFasL et CD80-pFasL vis-à-vis des 
différentes lignées cellulaires Jurkat CD28low, CD28high et CD28 delta. Test de 
viabilité cellulaire en MTT des lignées  JKCD28low (triangles bleus) JKCD28high (triangles 
verts) ou JKCD28delta (carrés turquoises) en présence de différentes quantités de CD80-pFasL. 









Tableau 7 : Variation de l’activité cytotoxique apportée par le module CD80 dans la 
chimère CD80-pFasL, par rapport à la chimère pFasL. Sont présentées les EC50 des 
deux chimères pour chaque lignée. Le gain est exprimé pour chaque cellule et chaque chimère 
par rapport à la lignée JKCD28low rapporté à l’EC50 du pFasL. 
 
 
Pour vérifier que CD80 exerçait bien un rôle par lui-même, nous avons ensuite étudié 
l’effet du blocage du récepteur CD28 sur l’activité de la chimère CD80-pFasL, à l’aide d’un 
anticorps anti-CD28 bloquant (clone CD28.2). Ce blocage entraîne une inhibition significative 
de l’action de cette chimère, mais comme attendu sans effet sur pFasL, et cette inhibition 
s’exerce sur des cellules surexprimant CD28  (JKCD28high) mais pas sur des cellules 
exprimant faiblement CD28 (JKCD28low) (Figure 50).  
 
  





apportée par le module CD80 
JKCD28low 0,4 7 - 
JKCD28high 1,2 3 Gain x7  














































Figure 50 : Effet du blocage du récepteur CD28 sur l’activité des chimères pFasL et 
CD80-pFasL, vis-à-vis des lignées JKCD28low et CD28high. Chaque chimère a été 
utilisée à une concentration fixe (16 ng/ml). L’effet de l’anticorps anti-CD28 bloquant (clone 
CD28.2) à trois concentrations différentes ou d’un anticorps contrôle isotypique négatif (clone 
1F10) à la concentration la plus élevée, a été mesuré en test MTT. Moyenne et écart-type de 3 
expériences indépendantes. 
 
L’activité de la chimère CD80-pFasL a ensuite été étudiée sur diverses lignées 
cellulaires humaines dérivées de myélomes (U266, RPMI8226 et LP1) qui expriment à des 
niveaux différents CD28 et Fas (Figure 51 panel A). Comme pour les cellules JKCD28high, la 
chimère CD80-pFasL induit l’apoptose des lignées U266 et RPMI8266 par un mécanisme 
dépendant de CD28, puisque l’anticorps anti-CD28 inhibe significativement le signal 
apoptotique (Figure 51 panel B). Ce blocage est très important, suggérant une potentialisation 
majeure du module CD80 sur l’apoptose Fas dans ces lignées. La lignée LP1 qui exprime peu 
de CD28 se comporte finalement comme la lignée JKCD28low, confirmant que l’effet 
potentialisateur observé est corrélé avec une expression forte de CD28 à la surface des cellules 
cibles. Des expériences complémentaires sont en cours pour apprécier la part qui revient à 
chaque protagoniste.  































Figure 51 : Activité cytotoxique de la molécule CD80-pFasL vis-à-vis de lignée de 
myélome (U266, RPMI 8226, LP1) Panel A : Marquage par cytométrie en flux de la lignée 
U266 avec un anticorps isotypique (trait rouge), un anticorps anti-Fas (clone 5D7, trait bleu) 
ou un anticorps anti-CD28 (clone CD28.2, trait vert). Panel B : Test de viabilité des cellules 
U266, RPMI8226 ou LP1 incubées avec CD80-pFasL ou pFasL et en présence d’anticorps 
bloquant anti-CD28 (clone 28.2) aux concentrations indiquées, ou d’un anticorps contrôle 
négatif du même isotype à la concentration maximale. Les chimères ont été utilisées à une 
concentration fixe de 300 ng/ml. Moyenne et écart-type de 3 expériences indépendantes. 
B LP1 








% de cellules mortes  
LP1 OPM2 RPMI8266 U266 LP1 OPM2 RPMI8266 U266 














% de cellules mortes  % de cellules mortes  




2.  Effet de la coexpression de sFasL avec CD80-pFasL  
 
Nous avons ensuite étudié l’effet de la co-expression de FasL avec CD80-pFasL sur la 
production et l’activité cytotoxique de la chimère. Pour cela, des conditions de co-transfection 
identiques à celles décrites pour les chimères TCR et HLA ont été utilisés (résultats, partie III). 
En ce qui concerne la production, comme attendu, l’ajout de plasmide codant sFasL améliore la 
production de CD80-pFasL par les cellules COS. Un gain de production de 2,5 fois est obtenu 
pour les conditions optimales de 1,6 à 50% de plasmide codant sFasL, correspondant à 0,47 à 
15µg de plasmide sFasL, respectivement, pour 30 µg de plasmide codant CD80-pFasL (Figure 
52 panel A). Il semble donc que la chimère CD80-pFasL est plus permissive à sFasL, puisque 
le plateau de production est prolongé sur de grandes variations quantités de plasmide sFasL. 
Nous avons aussi montré par une  immunoprécipitation à l’aide d’un anticorps anti-CD80, 
l’association directe de la molécule sFasL au sein des complexes de chimère CD80-pFasL 
(Figure 52 panel B). Nous souhaitons analyser plus finement l’incorporation de sFasL au sein 
de la chimère en comparant des ratios faibles à forts de ce plasmide. L’avantage que présente la 
chimère CD80-pFasL sur les chimères TCR et FasL est qu’elle est produite en quantité 
beaucoup plus élevée, facilitant grandement ces analyses biochimiques. 
 
Dans ce modèle, la co-expression de sFasL améliore significativement, d’un facteur 5, 
l’efficacité apoptotique de la chimère CD80-pFasL vis-à-vis de la lignée Jurkat CD28high 
(Figure 52 panel C). Un résultat similaire a également été obtenu sur des lignées de myélomes 
(LP-1, RPMI et U266) (données non montrées). Dans une perspective à court terme, nous 
souhaitons vérifier que le sFasL inséré dans le CD80-pFasL ne perturbe pas la capacité du 
module CD80 à cibler les cellules de myélome. Si le résultat est positif, il confirmerait les 
résultats que nous avons obtenus dans un modèle artificiel de ciblage pour les chimères HLA et 
































Figure 52 : Effet de la co-expression de sFasL sur la chimère CD80-pFasL  
Panel A : Effet sur la production. Une concentration fixe de plasmide codant CD80-pFasL (30 
µg) a été co-transfectée avec les quantités indiquées de plasmide codant sFasL dans les 
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« sandwich » utilisant l’anticorps de détection anti-CD80 et un anticorps de révélation anti-
FasL. Moyenne et écart-type de 3 expériences indépendantes. Panel B : Insertion de sFasL 
dans le polymère CD80-pFasL. Le CD80-pFasL produit seul ou avec 3,75µg de plasmide 
codant sFasL a été immunoprécipité à l’aide d’un anticorps anti-CD80 ou anti-FasL (clone 
10F2), puis les protéines immunoprécipitées ont été révélées après immunoblot avec un 
anticorps anti-FasL. Panel C : Effet sur l’activité cytotoxique de CD80-pFasL. L’activité 
cytotoxique de la chimère CD80-pFasL produite seule ou en présence du plasmide sFasL a été 
évaluée par le test MTT vis-à-vis de cellules cibles Jurkat pour des quantités de chimère 






























Conclusion                                                                                                                   :  
 
L’ensemble des résultats obtenus avec la chimère CD80-pFasL montrent donc que 
l’ajout de CD80 à pFasL permet d’améliorer l’activité de pFasL lorsque la cellule cible exprime 
CD28, le récepteur de CD80, et bien entendu Fas. Le module de ciblage CD80 permet donc de 
concentrer la chimère à la surface de la cellule cible, permettant ainsi d’induire plus 
efficacement l’apoptose de ces cellules. Ce résultat, qui n’avait pu être obtenu pour les 
chimères TCR-pfFasL et HLA-pfFasL avec leurs ligands spécifiques, démontre donc la validité 
de l’approche que nous avons initialement proposée.  
L’implication de CD28 ne semble pas dépendre d’un signal transduit par ce récepteur, 
puisque CD28delta confère le même effet sur la lignée Jurkat. En l’occurrence, CD28 
fournissant aux LT un signal de survie et d’activation, il était légitime de s’attendre à une 
diminution de l’action du module FasL par compétition avec le signal de mort cellulaire dans la 
lignée Jurkat, ce qui n’est visiblement pas le cas. Il est cependant difficile de conclure de façon 
catégorique sur la seule base de la comparaison entre CD28 entier et tronqué, puisque si les 
deux effets coexistent, le niveau d’expression de CD28 peut avoir une influence, et en 
l’occurrence, CD28 tronqué est plus exprimé que CD28 entier. Pour les cellules de myélomes, 
il est décrit dans la littérature que le récepteur CD28 induit aussi un signal de survie et 
d’activation dans ces cellules après interaction avec son ligand CD80 (Shapiro et al., 2001 ; 
Zhang et al., 1998). Pour mettre en évidence l’effet du module CD80 de la chimère sur 
l’activation du récepteur CD28 dans les cellules de myélomes, nous analyserons par 
immunoblot l’activation de la kinase Akt, après incubation de ces cellules avec CD80-pFasL. 
Si un signal d’activation est observé, les cellules pourront être pré-traitées avec un inhibiteur de 
la phosphorylation Akt comme la perifosine, qui est actuellement en essai clinique de phase III 
pour traiter les patients atteints de myélome multiple (Clinical trial. Gov, Identifier: 
NCT01002248) (Richardson et al., 2012). 
 
Pour conclure, la chimère CD80-pFasL ne présente pas les inconvénients (production, 
activité de ciblage) qui ont considérablement gêné l’étude des chimères dcTCR-pfFasL et 
HLA-pfFasL. De plus, la co-expression de sFasL avec CD80-pFasL améliore à la fois sa 
production et son activité cytotoxique, renforçant ainsi les résultats que nous avons obtenus 
pour les molécules dcTCR-pfFasL et HLA-pfFasL. Cette chimère CD80-pFasL donc peut être 
un intérêt en cancérologie, il semble donc intéressant d’en poursuivre l’analyse in vitro sur des 
plasmocytes humains malins primaires mais aussi in vivo dans un modèle murin.  
 
 ANNEXES 
 248 
 
